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RÉSUMÉ 
La production d’interférons de type I (IFN) représente un événement signalétique 
nécessaire à la formation d’une réponse antivirale. La détermination du rôle de 
nouveaux régulateurs de l’immunité innée pourrait permettre le développement d’un 
arsenal thérapeutique conçu de manière à renforcer les réponses antivirales de 
l’hôte. La production des IFNs et des IFN-stimulated genes (ISG) est soutenue par la 
reconnaissance de composantes virale par les retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-
like receptors (RLR). Suivant leur activation, tumor necrosis factor receptor 
associated factor 3 (TRAF3) est recruté auprès de son substrat, TRAF family 
member-associated nuclear factor (NF)-kappa-B activator (TANK)-binding kinase 1 
(TBK1), au niveau des compartiments cellulaires contenant la mitochondrial antiviral 
signaling adaptor (MAVS). Toutefois, la régulation de tels événements demeure 
largement indéterminée. Ici, nous identifions tropomyosin-receptor kinase (TRK)-
fused gene (TFG), une protéine impliquée dans la biogenèse des vésicules coat 
protein complex II (COPII), en tant que nouveau partenaire de TRAF3 facilitant son 
recrutement à MAVS et à TBK1. La diminution de l’expression de TFG compromet en 
fait la formation d’un état antiviral en affectant la phosphorylation de TBK1, l’activation 
d’IFN regulatory factor 3 (IRF3) et la production d’ISGs et d’IFN-b.  Certains résultats 
préliminaires révèlent aussi un nouveau lien entre les voies de signalisation des RLR 
et de la mammalian target of Rapamycin (mTOR) jusqu’alors présumées 
indépendantes. En effet, suivant une infection virale, la phosphorylation de mTOR sur 
sa Ser2159 par TBK1, un événement nécessitant l’expression de TFG, permet 
l’activation de mTOR et la traduction subséquente d’ISGs. Notre étude identifie ainsi 
TFG en tant que composante essentielle de la réponse antivirale aux IFNs de type I.  
Mots-clés : Immunité innée, Réponse antivirale, Interféron, TRK-Fused Gene, RIG-I, 
MAVS, TRAF3, TBK1, mTOR 
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ABSTRACT 
The type I interferons (IFN) response represents key signaling event leading to potent 
antiviral state. As such, deciphering roles of new regulators of innate immunity could 
transform the antiviral treatment paradigm by introducing novel panviral therapeutics 
designed to reinforce antiviral host responses. The IFNs and IFN-stimulated genes 
(ISGs) production is supported by the recognition of RNA viruses by pattern-
recognition receptors, including retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)-like receptors 
(RLR). Upon sensing of viral RNA, the E3 ubiquitine ligase tumor necrosis factor 
receptor associated factor 3 (TRAF3) is recruited along with its substrate TRAF family 
member-associated nuclear factor (NF)-kappa-B activator (TANK)-binding kinase 1 
(TBK1) to mitochondrial antiviral signaling adaptor (MAVS)-containing subcellular 
compartments. However, regulation of such events remains largely unresolved. Here, 
we identify tropomyosin-receptor kinase (TRK)-fused gene (TFG), a protein involved 
in coat protein complex II (COPII)-coated vesicle biogenesis, as a new TRAF3-
interacting protein allowing the efficient recruitment of TRAF3 to MAVS and TBK1 
upon RLR activation following viral infection. Silencing its expression also 
compromised virus-induced phosphorylation of TBK1 on Ser172, activation of IFN 
regulatory factor 3 (IRF3), and production of ISGs and IFN-b globally resulting in a 
decreased antiviral state. Preliminary results also identify a new link between the 
previously unrelated RLR and mammalian target of Rapamycin (mTOR) signaling 
pathways. Indeed, following viral infection, TFG-dependant phosphorylation of mTOR 
on Ser2159 by TBK1 seems to allow the activation of mTOR and the following 
translation of ISGs.  Our study therefore identifies TFG as an essential component of 
type I IFN antiviral response by stimulating both the transcription and translation of 
antiviral agents.  
Keywords : Innate immunity, Antiviral response, Interferon, TRK-Fused Gene, RIG-I, 
MAVS, TRAF3, TBK1, mTOR 
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CHAPITRE 1 – IMMUNITÉ INNÉE ANTIVIRALE 
1.1 CONTEXTE  
Les vertébrés sont constamment exposés par contact direct, par ingestion et/ou par 
inhalation à d’innombrables micro-organismes ayant un potentiel pathogène. De 
manière à se protéger contre de telles affections, les mammifères comportent une 
série de défenses immunitaires leur permettant de prévenir certaines infections, et 
d’éradiquer ces agents infectieux. Globalement, le système immunitaire représente 
l’ensemble des cellules et des protéines visant à maintenir l’homéostasie cellulaire et 
corporelle en protégeant les différents tissus des micro-organismes étrangers, 
incluant les virus, les bactéries, les champignons, les parasites, mais aussi en 
participant à l’élimination des cellules dysfonctionnelles, telles que les cellules 
cancéreuses. Classiquement divisé en deux branches distinctes : l’immunité innée et 
celle adaptative, la réponse immunitaire représente la résultante d’un entrelacement 
serré entre ces deux types d’immunité. En fait, caractérisé par la présence endogène 
d’effecteurs, le système de l’immunité innée constitue la première ligne de défense de 
l’hôte contre l’invasion de pathogènes et agit ainsi rapidement. D’un autre côté, 
l’immunité adaptative est impliquée dans la formation d’une mémoire immunologique, 
de même que dans l’élimination de pathogènes lors des phases plus tardives d’une 
infection (1). Ainsi, l’immunité adaptative se définit entre autres par la spécificité de sa 
réponse qui se développe par l’expansion clonale de lymphocytes arborant des 
récepteurs spécifiques à certains antigènes qui sont générés par un mécanisme 
aléatoire de recombinaison et d’hypermutation somatique de segments de gènes. 
Bien qu’elles soient souvent décrites séparément, l’immunité innée et celle adaptative 
sont plutôt mutuellement dépendantes; la présence de l’une favorise l’émergence de 
l’autre. Une anomalie dans l’un ou l’autre de ces systèmes se traduit donc en une 
vulnérabilité accrue de l’hôte aux infections (2, 3).  
La capacité du système immunitaire inné à identifier et contrer la présence 
d’infections dépend de plusieurs mécanismes immuns complexes faisant intervenir 
l’activation de récepteurs, nommés récepteurs de reconnaissance de pathogènes 
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(PRRs; pathogen recognition receptors), qui reconnaissent de nombreuses molécules 
ayant des structures communes et invariables souvent référées en tant que motifs 
moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs; pathogen-associated molecular 
patterns). L’importance centrale de ces PAMPs dans la virulence et la survie des 
pathogènes prévient donc l’émergence de résistances par simple mutation (4, 5). Les 
PRRs sont d’ailleurs en mesure de reconnaître une panoplie de PAMPs provenant de 
différentes classes de pathogènes microbiens, incluant les virus, les bactéries, les 
champignons, et les parasites.  Les PAMPs les plus communs comprennent certains 
glucides (p. ex. lipopolysaccharide (LPS), mannose, glucanes), certains peptides (p. 
ex. flagelline), certaines composantes de la paroi cellulaire (p. ex. peptidoglycanes, 
acide lipothéichoïque, lipoprotéines, chitine), et certains acides nucléiques (p. ex. 
DNA, dsRNA, ssRNA, 5’-triphosphate RNA) (4, 6-8). La reconnaissance de ces 
différentes structures dépend de nombreuses familles de PRRs, incluant les PRRs 
cellulaires et les PRRs de sécrétion. L’identification des PAMPs par ces PRRs 
représente un élément clé de l’immunité innée qui se compose de cellules 
immunitairement compétentes (l’immunité cellulaire innée) et de médiateurs solubles 
(l’immunité humorale innée). Interreliés, ces types d’immunité ont pour fonction 
initiale d’élaborer une réponse pro-inflammatoire locale afin de favoriser la 
reconnaissance des micro-organismes et l’activation éventuelle du bras adaptatif de 
l’immunité. 
Les PRRs cellulaires, exprimés au niveau de la membrane cytoplasmique, des 
endosomes ou dans le cytoplasme, sont représentés par plusieurs catégories de 
protéines signalétiques et endocytiques menant à l’induction d’un état pro-
inflammatoire critique pour le contrôle des infections et à la génération d’une réponse 
immunitaire adaptative spécifique contre les pathogènes (8). Ces PRRs incluent les 
C-type lectin-like receptors (CLRs), les Toll-like receptors (TLRs), les nucleotide-
binding oligomerization domain (NOD)-like receptors (NLRs), les retinoic acid 
inducible gene I (RIG-I)-like receptors (RLRs) et les différents senseurs d’ADN 
cytosoliques (7, 8). Au niveau des PRRs signalétiques, ce processus d’inflammation 
aigüe est initié par la présence d’un sous-groupe de leucocytes de garde, incluant les 
monocytes/macrophages, les cellules dendritiques, et les mastocytes. En effet, 
 
3 
exprimant des PRRs à même leur surface où à l’intérieur de compartiments 
intracellulaires, ces cellules sont en mesure de reconnaître la présence de pathogène 
et de relâcher plusieurs médiateurs incluant certaines cytokines, chimiokines, 
prostaglandines, leucotriènes et, dans le cas des mastocytes, l’histamine (5, 9). Par 
surcroît, les cellules épithéliales sont des composantes significatives de l’immunité 
innée et qui, en plus de leur rôle en tant que barrière physique, ont aussi la capacité, 
à l’instar des fibroblastes environnants, de reconnaître les signaux de danger et de 
produire des cytokines et des chimiokines. Ainsi, à travers la production de cytokines 
pro-inflammatoires incluant le tumor necrosis factor (TNF), l’interleukine-1b (IL-1b) et 
l’IL-6, et de chimiokines, tels que l’IL-8 et le CC-chemokine ligand (CCL)2, ces 
cellules induisent une vasodilatation locale et une augmentation de la perméabilité 
permettant l’extravasation et le recrutement au site de l’infection de neutrophiles, de 
monocytes/macrophages et de cellules dendritiques (8, 10-13). Collectivement, les 
neutrophiles, les macrophages et les cellules dendritiques représentent des 
phagocytes sur lesquelles d’autres PRRs dits endocytiques leur permettent 
d’internaliser les agents infectieux. En fait, la phagocytose est facilitée par les 
opsonines grâce à leur habileté à se lier à la fois aux parois cellulaires des micro-
organismes et aux récepteurs des opsonines présents sur les phagocytes (5, 14, 15). 
Ces opsonines représentent l’immunité innée humorale et regroupent différents PRRs 
sécrétoires.  
Les PRRs de sécrétion sont représentés par une multitude de composés en 
mesure de reconnaître et de favoriser l’élimination des agents infectieux, incluant les 
collectines (p. ex. lectine liant le mannose), les ficolines, les pentraxines (p. ex. la 
protéine C réactive), les défensines (p. ex. b-défensines), et d’autres membres du 
système du complément (16-19).  Ces protéines de phases aigües sont en fait 
sécrétées par les hépatocytes en réponse aux cytokines pro-inflammatoires IL-1b et 
IL-6 (5). Leur concentration plasmatique s’élève donc rapidement et leur mobilisation 
au site de l’infection est favorisée par la perméabilité vasculaire accrue. Leurs 
fonctions majeures sont l’opsonisation des agents infectieux et l’activation du 
complément. Alors que les collectines et les ficolines activent la voie lectine 
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d’activation du complément, les pentraxines initient plutôt la voie classique 
d’activation (20-23). Le système du complément mène en soi à l’opsonisation des 
pathogènes, favorise le recrutement de phagocytes, dont les cellules présentatrices 
d’antigènes (APCs), et élimine directement les agents infectieux par la formation du 
complexe d’attaque membranaire (19, 23). L’endocytose des antigènes par les APCs 
représente en fait l’un des mécanismes clés initiant la présentation des antigènes, et 
le déclenchement de la réponse immunitaire adaptative.  
Outre la capacité à reconnaître les structures singulières des micro-
organismes, il est maintenant bien reconnu que les PRRs sont aussi en mesure de 
reconnaître des ligands endogènes provenant de tissus endommagés afin d’induire 
une réponse inflammatoire. Par ailleurs, une dysfonction au niveau des mécanismes 
activateurs de l’immunité innée peut mener à de nombreuses maladies chroniques 
inflammatoires (24). En effet, en plus de son rôle important dans le contrôle des 
maladies infectieuses, l’immunité innée est aussi liée à une gamme de maladies telle 
que l’asthme, l’obésité, l’athérosclérose, l’hypertension et le cancer (25-31). De 
nombreuses maladies auto-immunes telles que la sclérose en plaques, la 
sclérodermie, le syndrome d’Aicardi-Goutières, le lupus érythémateux disséminé, le 
diabète de type 1 sont aussi reliées à l’activation aberrante des voies de signalisation 
de l’immunité innée (32-38). Une compréhension plus approfondie des processus 
soutenant les rôles physiologiques et pathologiques des déterminants moléculaires 
de la réponse immunitaire innée pourrait permettre la découverte rationnelle de 
nouvelles cibles thérapeutiques visant à contrôler le développement de ces maladies. 
La manipulation pharmacologique éventuelle des voies de signalisation de l’immunité 
innée offre ainsi de nombreuses opportunités thérapeutiques tant au niveau des 
maladies inflammatoires chroniques qu’au niveau de la modulation des maladies 
infectieuses.  
La découverte de nouvelles cibles et le développement de nouveaux 
médicaments contre les maladies infectieuses demeurent des priorités étant donné 
l’émergence toujours grandissante de résistances. Les virus représentent un des 
principaux agents causals de ces maladies réfractaires aux traitements (39). Sources 
de morbidité et de mortalité importantes, les virus tels que le virus 
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d’immunodéficience humaine, les virus de l’influenza, les virus des hépatites, le virus 
de la rougeole, le rotavirus demeurent ainsi au centre des préoccupations de santé 
publique (40).  
Les virus sont en fait des parasites intracellulaires obligatoires qui ne peuvent 
se répliquer qu’à l’intérieur d’une cellule hôte appropriée. Bien qu’ils contiennent un 
matériel génétique encodant certaines enzymes et autres protéines virales, ils 
dépendent majoritairement de facteurs et de mécanismes cellulaires pour leur 
réplication. Ainsi, afin de limiter sélectivement la croissance virale, les médicaments 
antiviraux ciblent normalement une composante spécifique d’un virus. Les antiviraux 
sont donc particulièrement sensibles aux mécanismes de résistance des virus. D’un 
autre côté, l’immunothérapie, qui vise à profiter des systèmes de défense innée de 
l’hôte pour combattre les infections, permet maintenant d’introduire un arsenal 
thérapeutique efficace contre plusieurs souches de virus (41, 42).  
Ainsi, étant donnée l’importance des processus physiologiques et 
pathologiques de l’immunité innée dans la découverte de nouvelles cibles 
thérapeutiques, de nombreuses études ont été accomplies au courant des dernières 
années afin de mieux comprendre les déterminants de la réponse antivirale innée.  
1.2 LA RÉPONSE ANTIVIRALE INNÉE 
L’invasion d’un hôte par un virus déclenche une série de réponses immunitaires 
survenant à la suite d’une interaction entre une des composantes virales et les 
mécanismes de surveillance de l’hôte. Ces interactions hôte-agents infectieux sont 
généralement initiées par la reconnaissance de structures moléculaires conservées 
nommées PAMPs (1, 43, 44). La détection efficace des PAMPs dépend en fait de 
l’expression de PRRs qui induisent rapidement une réponse immunitaire innée de 
l’hôte via l’activation de différentes voies de signalisation qui culminent en 
l’expression de cytokines pro-inflammatoires, d’interférons (IFNs) et de chimiokines. 
Ces agents perturbent ensuite la dissémination et la réplication virale et mobilisent 
l’immunité adaptative (45). De ce fait, la réponse antivirale innée établit le pont entre 
les processus de reconnaissance des composantes virales exogènes et la mise en 
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branle d’une défense adaptée, faisant intervenir des cellules effectrices hautement 
spécialisées (46). De ce phénomène initial et prompt découle l’induction et la 
production d’une panoplie de gènes antiviraux, incluant les interférons.  
1.2.1 LES INTERFÉRONS  
Les interférons sont des cytokines inductibles ayant des pouvoirs antiviraux variés et 
des propriétés de modulation cellulaire importante. En fonction de leur profil 
structurel, des récepteurs qu’ils engagent, et des activités cellulaires qu’ils régulent, 
les interférons sont classés en trois types : les interférons de type I, II et III (47-49). 
En effet, suivant la découverte des IFNs de type I au courant des années 1950 (50, 
51),  et des IFNs de type II en 1965 (52), deux groupes de recherche ont été en 
mesure d’identifier trois nouvelles cytokines qui seront ensuite regroupées sous le 
terme d’IFNs de type III (53, 54). Chez l’humain, les interférons de type I comportent 
de nombreux gènes, incluant ceux codant pour les IFNs-a (13 espèces), l’IFN-b (1 
espèce), l’IFN-e (1 espèce), l’IFN-k (1 espèce), l’IFN-w (1 espèce) (55). Tous les IFNs 
de type I ne possèdent aucun intron, à exception de l’IFN-k, et se retrouvent sur le 
même locus au niveau du chromosome 9 (56). En ce qui concerne l’IFN de type II, un 
seul membre a été identifié, l’IFN-g. Ce dernier possède trois introns et se situe au 
niveau du chromosome 12. Les IFNs de type III, quant à eux, étaient originellement 
composés de trois gènes : IFN-l1 (aussi IL-29), IFN-l2 (aussi IL-28A) et l’IFN-l3 
(aussi IL-28B) tous situés sur le chromosome 19 (57). Récemment, un quatrième 
membre, IFN-l4, a été identifié, mais demeure une variante frameshift de l’IFN-l3 et 
son rôle demeure grandement inconnu (58).  
1.2.1.1 Les interférons de type II 
L’IFN-g, membre à part entière de ce sous-type d’interféron, représente un agent clé 
de la défense immunitaire. En effet, cette cytokine, majoritairement produite par des 
cellules spécialisées du système immunitaire, possède de nombreuses activités 
immunomodulatrices qui sont particulièrement importantes pour la réponse 
immunitaire de l’hôte contre les infections microbiennes, mais aussi pour la protection 
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contre les infections virales (48, 59-62). D’ailleurs, l’IFN-g est sécrété par les 
lymphocytes B, les lymphocytes T, les cellules natural killer (NK) et certains APCs 
telles que les monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (63-66). De ce 
fait, cet interféron agit de manière autocrine et paracrine et permet de stimuler, entre 
autres, l’immunité cellulaire innée en promouvant l’activité des cellules NK et 
l’activation des macrophages, et l’immunité cellulaire adaptative en favorisant l’essor 
des lymphocytes T auxiliaires (Th1) (67-69). D’autre part, l’IFN-g détient la capacité 
d’amplifier l’activité antivirale des IFNs-a et -b dans certains contextes (70). De ce 
fait, les IFNs de type I et de type II agissent souvent de concert de manière à activer 
une myriade de réponses antivirales innées et adaptatives afin d’atteindre un état 
antiviral efficace et de favoriser l’élimination des pathogènes (71).   
1.2.1.2 Les interférons de type I et de type III 
L’ensemble des interférons a un rôle majeur à jouer dans la protection de l’hôte 
contre les infections virales. Étant donnée leur activité antivirale marquée, les 
interférons de type I demeurent parmi les agents les mieux étudiés de leur classe. En 
fait, ces composés stimulent la formation d’un état antiviral puissant, et ce, 
rapidement suivant la reconnaissance d’un agent viral exogène (50, 72). Toutefois, 
formés de plusieurs membres, les IFNs de type I ne sont pas tous exprimés de la 
même manière. D’ailleurs, alors que la plupart des cellules somatiques, 
particulièrement les fibroblastes, sont en mesure de produire de l’IFN-b, certaines 
cellules spécialisées de la lignée hématopoïétique, telles que les cellules dendritiques 
plasmocytoïdes, génèrent la majorité des IFNs-a circulant (73-75). Néanmoins, en 
tant que cytokines solubles, les IFNs de type I ont non seulement la capacité de 
provoquer la formation d’un état cellulaire antimicrobien des cellules infectées, ils 
peuvent aussi agir sur les cellules avoisinantes afin de limiter la diffusion des virus 
pathogènes. De plus, ils peuvent moduler la réponse immunitaire innée et adaptative 
en promouvant l’activation des cellules NK et la présentation des antigènes par les 
APCs (76-78). Par ailleurs, en activant le bras adaptatif de l’immunité, ils facilitent le 
développement d’une réponse humorale et cellulaire de haute affinité, et d’une 
 
8 
mémoire immunologique. Au-delà de son rôle en tant que cytokine antivirale, les IFNs 
de type I détiennent aussi une activité anti-proliférative grâce à leur capacité à induire 
l’autophagie et l’apoptose dans certains types cellulaires (79, 80). De ces faits, les 
interférons de type I se présentent en tant que protéines dont les effets pléiotropiques 
mènent à l’inhibition de la prolifération des pathogènes, à la stimulation de la 
présentation des antigènes et à la libération de l’hôte de l’infection (79).  
 À l’instar des interférons de type I, ceux de type III détiennent la capacité 
intrinsèque d’induire une activité cellulaire antivirale. En effet, malgré le fait que ces 
deux type d’IFNs ne partagent qu’une faible homologie de séquence, qu’ils soient 
régulés de manière quelque peu différente et qu’ils reconnaissent des récepteurs 
distincts, les voies de signalisation qu’ils empruntent et les gènes qu’ils régulent sont 
quasi-identiques (81). Ainsi, les effets engendrés demeurent en définitive hautement 
similaires (53). Par contre, une différence notoire réside dans le fait que 
contrairement aux IFNs de type I, qui sont reconnus par pratiquement toutes les 
cellules, seul un sous-groupe de cellules répond aux IFNs-l. Ce tropisme des IFNs 
de type III dépend en fait de l’expression particulière de la sous-unité IL28Ra de son 
récepteur qui ne se retrouve que sur les cellules épithéliales du système gastro-
intestinal, des voies respiratoires et du système reproducteur (82-84). Ce faisant, les 
IFNs de type III seraient plutôt habileté à contrôler une infection virale à la surface 
des muqueuses, alors que les infections systémiques seraient prises en charge par 
les IFNs de type I (85, 86).  
La production d’IFNs représente donc un élément clé de la défense aiguë 
contre les infections virales. Néanmoins, la production incontrôlée de ces agents 
constitue un risque pour le développement de maladies auto-immunes (87). Le 
contrôle transcriptionnel de la production des IFNs représente donc un des facteurs 
importants limitant leur expression. Étant donné l’importance primordiale des 
interférons de type I dans la lutte systémique des virus, la suite de cette section 
discutera plus précisément des IFNs de type I.  
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1.2.1.2.1 Le contrôle transcriptionnel des interférons de type I : emphase sur 
l’archétype IFN-b 
L’induction des gènes des IFNs de type I est régulée au niveau de la transcription. 
L’IFN-b représente en fait le membre le mieux caractérisé. À l’état basal, les cellules 
n’expriment qu’une infime quantité d’IFNs-b  étant donné la présence constitutive de 
répresseurs transcriptionnel, incluant l’IFN regulatory factor (IRF)2; c’est lors d’une 
infection virale que les facteurs de transcription activateurs s’en trouvent désinhibés 
permettant ainsi le déplacement d’IRF2 et la synthèse de quantité cliniquement 
significative d’IFNs-b (88). Les IFNs-b ainsi sécrétés peuvent se lier à leurs 
récepteurs couplés aux protéines tyrosines kinases de manière à activer les voies de 
signalisation Janus kinase (JAK)/signal transducers and activators of transcription 
(STAT) qui mèneront à la production de nombreux gènes antiviraux (48, 89).  
L’expression d’IFNs-b requiert l’activation coordonnée et une liaison à l’ADN 
des facteurs de transcription nuclear factor kappa-B (NF-kB; (p50:p65)), IRF3 et 
IRF7, et activator protein 1 (AP-1), formé de l’association hétérodimérique de 
l’activating transcription factor 2 (ATF2) et de c-Jun (90). En fait, à la suite de la 
détection d’une infection virale, ces facteurs de transcription s’assemblent sur une 
région libre de nucléosome du promoteur de l’IFN-b de manière à former un 
complexe multiprotéique, nommé enhanceosome, afin d’en stimuler l’expression (91). 
L’amplificateur (enhancer) de l’IFN-b comprend au moins quatre domaines de 
régulation positive (PRD; Positive Regulation Domains), les PRDI-III, II et IV, 
auxquels viennent se lier respectivement les IRFs, NF-kB et AP1 (92-95). Toutefois, 
étant exprimés de manière constitutive, ces facteurs de transcription sont régulés par 
différents mécanismes prévenant ainsi une production aberrante d’IFNs-b.  
Tout d’abord, NF-kB est retenu dans le cytoplasme par son association avec 
les membres de famille inhibitors of kB (IkB) (96). Nonobstant, suivant une infection, 
IkB est phosphorylé par le complexe kinase IkB (IKK), menant ainsi à son 
ubiquitination et à sa dégradation subséquente par le protéasome. Ceci libère et 
permet la translocation d’NF-kB au noyau (97). D’autre part, l’activité 
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transcriptionnelle d’IRF3 et d’IRF7 est régulée par plusieurs modifications post-
traductionnelles suivant une infection virale. En effet, résidant initialement dans le 
cytosol, leur phosphorylation par les IKK-related kinases, TANK-binding kinase 1 
(TBK1) et IKKe, au niveau de leur domaine C-terminal induit un changement 
conformationnel permettant à IRF3 et/ou à IRF7 de s’homodimériser ou de 
s’hétérodimériser. Ces formes dimériques peuvent ensuite être importées dans le 
noyau où, une fois associées à ses coactivateurs, elles induisent la transcription des 
gènes IFNs de type I (98, 99). IRF1 et IRF5 seraient aussi en mesure de jouer un rôle 
positif dans l’induction des IFNs-b dans certains types cellulaires et dans des 
conditions précises (100). Contrairement à NF-kB et aux IRFs, AP-1 est présent de 
manière constitutive dans le noyau et détient la capacité de lier l’ADN, et ce, malgré 
l’absence de stimulation cellulaire. Toutefois, AP-1 demeure incapable d’induire la 
transcription sans que son domaine d’activation soit préalablement phosphorylé par 
une kinase de la voie des MAPK (101-104). 
 À la suite d’une infection virale, la création d’un environnement spécifique et 
stable favorisant la formation d’un enhanceosome efficace nécessite la liaison 
conjointe de ces activateurs de la transcription avec la high mobility group AT-hook 
1a (HMGA1a) (105-107). Suivant la formation du enhanceosome, le recrutement 
séquentiel des histones acétyltransférase (HAT) incluant la general control of amino-
acid synthesis 5 (GCN5), de la CREB-binding protein (CBP) et de son paralogue 
p300 permettent l’acétylation des histones H3 et H4 d’un nucléosome bordant 
l’amplificateur du gène Ifnb1 (108, 109). Le remodelage de la chromatine effectué par 
le complexe SWI/SNF suivant l’acétylation de ce nucléosome, qui masque 
normalement la boîte TATA et le site d’initiation de la transcription, permet de libérer 
le promoteur. Ceci facilite ainsi la liaison subséquente du facteur de transcription II D 
(TFIID), un élément clé préalable à la transcription de l’IFN-b (91, 110).  
En ce qui a trait aux IFNs-a, ces derniers présentent une architecture de 
régulation similaire, mais beaucoup plus simple. En fait, bien que chacun des IFNs-a 
peuvent être régulé de manière distincte et indépendante, les facteurs de 
transcription NF-kb et AP-1 ne semblent avoir aucun rôle direct (111). Toutefois, au 
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même titre que l’IFN-b, les membres de la famille des IRFs demeurent essentiels. En 
effet, des rôles pour IRF1, IRF3, IRF4, IRF5, IRF7 et IRF8 ont été documentés dans 
l’induction des IFN-a; IRF3 et IRF7 y jouent un rôle prépondérant universel, alors que 
les autres IRFs influencent plutôt la production d’IFNs dans certains types cellulaires 
(111-113).  
1.2.1.2.2 La signalisation des interférons de type I  
La production et l’excrétion initiale des IFNs-a des IFNs-b par la cellule permet leur 
liaison et l’activation subséquente des récepteurs à interférons a/b (IFNARs) de 
manière autocrine/paracrine afin d’initier une boucle de rétroaction positive résultant 
en une production accrue d’IFNs de type I (114). En fait, tous les IFNs de type I 
mènent à l’hétérodimérisation de leur récepteur formé des sous-unités IFNAR1 et 
IFNAR2 afin d’y favoriser l’apposition respective de deux kinases, la tyrosine kinase 2 
(TYK2) et JAK1 (89, 115-117). Suivant la dimérisation causant le rapprochement de 
ce complexe multiprotéique, ces tyrosines kinases subissent une série 
d’autotransphosphorylation menant à leur activation, de même qu’à la 
phosphorylation des sous-unités IFNAR1 et IFNAR2. La phosphorylation de la Tyr466 
de l’IFNAR1 par TYK2 initie le recrutement de la protéine STAT2 qui interagit avec le 
récepteur grâce à son domaine Src homology region (SH2) (118, 119). Il s’ensuit une 
phosphorylation au niveau de la Tyr690 de STAT2 par TYK2 (89). Étant faiblement 
associé à STAT2, STAT1 se fait quant à elle phosphoryler par JAK1 sur la Tyr701 
(89, 120). Ce faisant, l’interaction entre ces deux protéines s’en trouve hautement 
stabilisé. Parallèlement, l’acétyltransférase cytosolique CBP est recruté à la sous-
unité IFNAR2 phosphorylée afin de catalyser son acétylation sur la Lys399 (121). Dès 
lors, IRF9 y est recruté permettant l’association hétérotrimérique entre STAT1, 
STAT2 et IRF9 formant le complexe transcriptionnel ISGF3 (122). L’acétylation de 
ces trois membres par CBP semble d’ailleurs importante pour la stabilisation et 
l’activité d’ISGF3 (121). Grâce à son domaine de liaison à l’ADN, IRF9, au même titre 
que les autres membres de la famille des IRFs, reconnaît l’élément de réponse IFN-
stimulated response element (ISRE) des gènes qu’ils régulent, incluant des centaines 
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d’IFNs-stimulated genes (ISGs) dont les rôles varient entre effecteur de la défense, 
régulateurs négatifs et régulateurs positifs de la réponse antivirale. 
À ce modèle simplifié de l’activité classique des IFNAR s’ajoute une 
déclinaison d’un nombre grandissant de complexes pouvant être formés suivant leur 
activation. En fait, dépendamment du type cellulaire sur lequel ils agissent, les IFNs 
de type I ont la capacité d’activer les sept STATs (STAT1-7) formant ainsi une 
myriade d’homodimères ou d’hétérodimères qui, lorsqu’ils se lient à leur élément de 
réponse gamma activated site (GAS), ont des activités biologiques variables (123). 
D’autre part, les nuances de la signalisation des IFNs de type I peuvent aussi 
s’expliquer par la capacité de leurs récepteurs à mobiliser d’autres kinases que les 
JAKs (p. ex PI3K, p38, ERK et JNK) qui mènent à l’activation de facteurs de 
transcription différents des STATs (p. ex. NF-kB, AP-1, IRF1, IRF4, IRF8, PU.1) 
(123). En agissant conjointement avec les STATs au niveau du promoteur, ces 
facteurs de transcription peuvent contribuer à la production de gènes distincts ou, 
inversement, peuvent mener à la production de gènes indépendamment des STATs 
(124). Cet effet pourrait d’ailleurs expliquer la différence entre le profil d’expression 
génétique de différents types cellulaires, mais aussi entre les sous-types d’IFNs de 
type I (123, 125).  De plus, l’activation parallèle de différentes enzymes cellulaires par 
certaines cytokines peut aussi influencer la phosphorylation des tyrosines kinases 
JAKs et l’activation des STATs. C’est la combinaison de ces différents schèmes 
transcriptionnels impliquant de nombreux facteurs de transcription qui alloue une 
induction spécifique différentielle de gènes menant à des réponses biologiques 
variées et parfois paradoxales. Ainsi, en fonction de quels facteurs de transcription 
sont activés à travers chaque type cellulaire, les IFNs de type I ont la capacité de 
promouvoir soit la survie et la prolifération, soit l’apoptose et l’inhibition de la 
croissance (126-129). C’est d’ailleurs grâce à leur implication dans plusieurs 
processus biologiques que les IFNs de type I ont pu être utilisé dans le traitement de 
certaines infections virales chroniques, incluant celles causées par le 
cytomégalovirus et les virus de l’hépatite B et C et certains virus de la famille des 
Herpesviridae, mais aussi dans le traitement de nombreux cancers, incluant certains 
cancers hématologiques (leucémies, lymphomes) et certaines tumeurs (mélanome, 
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carcinome rénal, sarcome de Kaposi) (130, 131). Au demeurant, les voies de 
signalisation des IFNs de type I suivant une infection virale mènent ultimement à 
l’induction de gènes encodant pour des ISGs ayant divers rôles (chapitre 1, figure 1). 
 
 
Figure 1 : Les éléments précoces et tardifs de la réponse antivirale innée. 
L’activation des différentes voies de signalisation suivant la reconnaissance des composantes virales 
mène à l’activation des facteurs de transcription IRF3, AP-1 et NF-kB de manière à stimuler la 
production des IFNs de type I et de différents gènes antiviraux, dits précoces. Une fois sécrété, les 
IFNs de type I agissent de manière autocrine et paracrine en se liant à leurs récepteurs spécifiques. 
Leur liaison active la voie JAK/STAT résultant en la formation du facteur de transcription 
hétérotrimérique, ISGF3, composé de STAT1, de STAT2 et d’IRF9, qui permet la production d’IRF7. 
En réponse à une infection virale, IRF7 contribue conjointement avec IRF3 à l’amplification de la 
réponse antivirale en favorisant la production plus tardive d’IFNs de type I et de différents gènes 
antiviraux. À noter que le facteur de transcription AP-1 se trouve d’emblée au niveau du noyau. Le 
modèle a été créé en utilisant les gabarits de Servier Medical Art sous une licence non restrictive 
CCBY 3.0 (https://smart.servier.com/). 
1.2.1.3 Les ISGs 
Lors d’une infection virale, la réponse initiale, incluant la production d’IFNs de type I 
et de certains ISGs (p. ex. ISG15, ISG54, ISG56 et virus inhibitory protein, 
endoplasmic reticulum-associated, IFN-inducible protein (Vipérine)), est stimulée par 
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l’activation des facteurs de transcription tels qu’IRF3, NF-kB et AP-1 (chapitre 1, 
figure 1). Cette réponse initiale représente la réponse antivirale précoce. De manière 
intéressante, l’avènement des puces à ADN a non seulement permis l’identification 
des gènes induis lors d’une infection virale et ceux répondant spécifiquement aux 
interférons, mais aussi ceux stimulés par la seule présence d’une forme activée 
d’IRF3, IRF3(5D) (132). De plus, une étude faisant intervenir des techniques de 
délétion génétique a permis d’identifier les gènes dont la transcription suivant une 
infection virale est indépendante, influencée ou entièrement dépendante de 
l’activation d’IRF3. ISG54 et Vipérine représentent en fait des exemples de protéines 
dont l’induction dépend absolument de l’activation d’IRF3 (133, 134). Une fois 
sécrétés, les IFNs agissent de manière autocrine/paracrine afin de permettre la 
formation d’ISGF3 qui se transloque au noyau afin de lié les promoteurs de la 
multitude d’ISGs qu’il régule. Ceci mène ainsi à la production d’un protéome 
regroupant des centaines de candidats qui participent directement aux effets 
antiviraux, antiprolifératifs et immunomodulateurs des IFNs (135, 136). La vague de 
protéines antivirales ainsi produites, dites tardive, inclue dsRNA activated kinase 
(PKR), Myxovirus resistance GTPase (Mx), 2’-5’oligoadenylate synthase (OAS), 
RNA-specific adenosine deaminase-1/2 (ADAR1/2), RNase L, IRF1 et IRF7 dont les 
effets antiviraux ont été décrits (48, 137, 138). Certains de ces gènes détiennent la 
capacité d’amplifier la réponse signalétique afin de contrer la réplication virale et de 
rétablir l’homéostasie systémique. TLR3, TLR7, RIG-I, MDA5 et IRF7 en sont des 
exemples qui seront décrits dans les sections suivantes (139). L’expression accrue 
de ces protéines de régulation positive contribue à la boucle d’amplification de 
production des IFNs de type I et des ISGs caractérisant la réponse antivirale innée 
tardive   (chapitre 1, figure 1) (137).  Induites de manière soutenue durant une 
infection virale, ISG15, ISG54, ISG56 et Vipérine représentent en fait des protéines 
ayant des rôles clés bien caractérisés dans le développement d’une réponse 
antivirale adéquate.  
Suivant une infection virale, l’expression abondante et rapide d’ISG15 marque 
un événement important dans la défense et la survie de l’hôte (140, 141). En fait, des 
études ont démontré que des souris n’ayant pas la capacité d’exprimer ISG15 étaient 
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plus à risque de mortalité suivant une infection virale (142, 143). Alors que les 
déterminants moléculaires précis de tels effets demeurent imcompris, l’implication 
d’ISG15 dans une multitude de processus découlant de sa conjugaison aux protéines 
virales et de l’hôte ou provenant de sa signalisation sous sa forme non conjuguée 
démontre la variété de ses effets régulateurs de la réponse antivirale (144). Ayant 
une structure similaire à l’ubiquitine, ISG15 peut être conjugué à de nombreuses 
protéines cibles grâce à une cascade enzymatique qui est composée des enzymes 
E1, E2 et E3. Les E3 ligases tripartite motif containing protein 25 (TRIM25) et HERC5 
semblent être en mesure de catalyser l’ISGylation de certaines protéines (145, 146). 
Situé normalement aux abords des polysomes, HERC5, la E3 ligase prédominante 
catalysant l’ajout d’ISG15 à ses substrats, favorise l’ISGylation préférentiel des 
protéines nouvellement traduites (146, 147). Cette conjugaison concomitante à la 
traduction admet d’ailleurs que l’ajout d’ISG15 aux protéines virales et aux ISGs est 
un événement important. À titre d’exemple, l’ajout post-traductionnel d’ISG15 à 
certaines composantes virales comme la non-structural protein 1 (NS1) du virus de 
l’influenza A (IAV), la protéine formant la capside du virus du papillome humain (HPV) 
et la protéine Gag du virus de l’immunodéficience humaine (VIH) prévient leur 
fonctionnement normal et inhibe ainsi leurs pouvoirs infectieux (147-150). Également, 
de nombreuses études ont démontré le rôle de l’ISGylation de nombreuses protéines 
de l’hôte impliqué dans l’instauration d’une réponse antivirale adéquate. Par exemple, 
l’ISGylation d’IRF3 permet sa stabilisation et ainsi, une réponse aux interférons plus 
robustes (151, 152). D’autre part, l’ajout d’ISG15 sur PKR permet d’augmenter son 
activation menant à un accroissement de la phosphorylation eIF2a qui inhibe, par 
conséquent, la traduction des ARNm viraux et cellulaires de manière à limiter 
l’infection (153). Finalement, la forme non conjuguée d’ISG15 peut être sécrétée et 
pourrait être responsable d’une production accrue d’IFNg par de multiples types 
cellulaires (144, 154, 155).  
 Les protéines ISG54 et ISG56, quant à elles, font partie de la même famille et 
sont aussi connues sous le nom d’interferon-induced protein with tetratricopeptide 
repeats (IFIT)2 et IFIT1, respectivement. Grâce à leurs motifs tétratricopeptides 
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responsables de leur interaction interprotéique, ISG54 et ISG56 inhibent la formation 
du complexe ternaire d’initiation de la traduction eIF2/GTP/Met-tRNAi en se liant à la 
sous-unité eIF3e du complexe multiprotéique eIF3 (156, 157). Par ailleurs, ISG54 lie 
aussi la sous-unité eIF3c prévenant par le fait même la formation du complexe de 
préinitiation 48S (158). Ce faisant, ces composés ont la capacité de restreindre 
grandement la traduction cellulaire (159).  
 Vipérine possède aussi une puissante activité contre de nombreux virus. Bien 
que son mode d’action demeure imprécis, Vipérine, en perturbant la formation de 
radeaux lipidiques (lipid rafts), est en mesure d’inhiber l’émission des particules 
virales de certains virus dont le virus de l’influenza A. Pour atteindre un tel effet, 
Vipérine lie et inhibe la farnesyl diphosphate synthase (FPPS), une enzyme 
responsable de la biosynthèse du cholestérol et des terpénoïdes (160, 161).  
La capacité de ces protéines et l’apport considérable d’une pléthore d’autres 
ISGs à contrer une infection virale découlent toutefois d’une étape initiale primordiale: 
la reconnaissance des composantes virales. 
1.2.2 RECONNAISSANCE DES VIRUS 
Les virus sont des parasites intracellulaires qui ne peuvent se répliquer qu’à 
l’intérieur d’une cellule hôte appropriée. Les virus représentent ainsi un agencement 
de molécules biologiques qui leur confère leur forme particulaire et infectieuse dont 
l’unité de base est nommée virion. Ces virions sont minimalement composés d’une 
molécule d’acides nucléiques (nucléoïde) revêtue d’une capside protéique 
protectrice. Par ailleurs, certains virus détiennent une membrane externe, provenant 
des cellules hôtes, et qui forme ainsi une enveloppe glycoprotéique dont les 
constituantes sont à la fois d’origine virale et cellulaire. Généralement absentes des 
cellules saines, ces différentes composantes (p. ex. acides nucléiques viraux, 
protéines virales) représentent des PAMPs pouvant être détectées par le système de 
détection innée des cellules afin de stimuler la production de protéines antivirales, 
incluant les IFNs de type I. Dans la grande majorité des cas, la production des IFNs 
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de type I et des ISGs découle en fait de la détection d’acides nucléiques viraux par 
les PRRs endogènes.  
Les acides nucléiques représentent des PAMPs bien adaptés pour la 
reconnaissance virale. En effet, puisque ces motifs moléculaires sont uniques et 
conservés à travers les micro-organismes d’une même classe, il devient beaucoup 
plus simple pour une cellule hôte de discriminer les composantes virales du soi. 
Aussi, étant donné que ces molécules détiennent une activité essentielle à leur 
réplication,  un virus ne peut simplement muter pour prévenir leur détection (5).  
Le discernement entre les acides nucléiques viraux de ceux de l’hôte s’opère 
grâce à la reconnaissance de certaines modifications chimiques et de certaines 
structures propres à l’ADN et à l’ARN viral. Aussi, la compartimentalisation sous-
cellulaire des PRRs joue un rôle dans la reconnaissance spécifique des acides 
nucléiques viraux en les identifiant dans des endroits où les acides nucléiques de 
l’hôte sont normalement absents. Les PRRs pouvant reconnaître les acides 
nucléiques incluent les Toll-like receptors (TLR) endosomaux, les RIG-I-like receptors 
(RLR) cytoplasmiques, de même que la famille hétérogène de senseurs d’ADN (162).   
1.2.2.1 TLR détectant les acides nucléiques 
La nomenclature des toll-like receptors (TLRs) provient en fait de l’holotype Toll 
identifiée initialement chez la Drosophile en tant que senseur permettant le 
développement d’une immunité antifongique (163). Depuis cette découverte, de 
nombreux autres homologues de Toll ont été découverts, particulièrement chez les 
mammifères. Les TLRs représentent donc une famille de récepteurs à un passage 
transmembranaire (TM) qui sont retrouvés principalement dans les cellules 
compétentes du système immunitaire telles que les monocytes/macrophages et les 
cellules dendritiques (DC) (164). Signalant en tant qu’homodimère ou hétérodimère, 
tous les TLRs partagent certaines caractéristiques structurelles incluant la présence 
d’un domaine vésiculaire ou extracellulaire muni de nombreuses répétitions riches en 
leucines (LRR; leucine-rich repeat) responsables de la reconnaissance de certains 
PAMPs spécifiques, d’un domaine TM déterminant leur localisation cellulaire et d’un 
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domaine cytoplasmique présentant un motif nommé Toll/IL-1 receptor (TIR) impliqué 
dans la reconnaissance des adaptateurs signalétiques en aval (165, 166). Alors que 
certains TLRs tels que les TLR1, 2, 4, 5 et 6 sont exprimés à la surface de la 
membrane cytoplasmique afin de permettre la détection de composantes 
bactériennes et fongiques, les TLR3, 7, 8, 9 reconnaissent les acides nucléiques 
viraux au niveau des endosomes. Toutefois, bien que l’activation de tous ces 
récepteurs mène à la production de cytokines pro-inflammatoires, tels que l’IL-6 et le 
tumor nucrosis factor (TNF)a, seuls les TLRs endosomaux, incluant les TLR3, 7, 8 et 
9, sont en mesure de répondre aux acides nucléiques viraux résultant de manière à 
produire des IFNs de type I (162). 
1.2.2.1.1 TLR3 : la reconnaissance de l’ARNdb viral 
Le TLR3 est un récepteur retrouvé majoritairement dans les cellules immunes 
incluant les cellules dendritiques conventionnelles (cDCs) et les macrophages. La 
sélectivité de liaison entre TLR3 et ses substrats découle de la présence de 23 LRRs 
au niveau de son domaine endosomal (167, 168). En fait, les intermédiaires de 
réplication ou de transcription des virus à ARNsb ou à ADN, et l’ARNdb retrouvé 
directement dans le génome des virus à ARNdb représentent des ligands du TLR3 
(162). Par ailleurs, l’ARNdb synthétique, l’acide polyinosinique:polycytidylique 
(poly(I:C)), a aussi été identifié en tant que molécule pouvant simuler une réponse 
antivirale en étant reconnu par TLR3. En fait, initialement identifié en tant que 
récepteur impliqué dans la reconnaissance du poly(I:C) et d’ARN génomique purifié 
de certains virus à ARNdb de la famille des Réoviridae (169), TLR3 a depuis été 
décrit comme senseur central de nombreux virus à ARNsb incluant, le virus 
respiratoire syncitial (RSV; respiratory syncitial virus), le virus du Nil occidental (WNV; 
West Nile virus), le virus de l’encéphalomyocardite (EMCV; encephalomyocarditis 
virus), le virus de la forêt de Semliki (SFV; Semliki forest virus) et le IAV (170-172). 
D’autre part, TLR3 joue aussi un rôle dans la détection d’intermédiaires de réplication 
de virus à ADN tels que le virus de l’herpès simplex (HSV; herpes simplex virus) 
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(173). L’activation de TLR3 mène au recrutement de nombreux partenaires de 
signalisation desquels découle la formation d’une défense antivirale efficace.  
1.2.2.1.1.1 Signalisation du TLR3 
Le TLR3 comprend une particularité par rapport aux autres membres de la famille 
des TLRs en ce sens que son domaine TIR contient une alanine plutôt qu’une proline 
favorisant ainsi le recrutement d’un adaptateur distinct : le TIR domain-containing 
adaptor protein inducing IFN-β (TRIF) (174-176). En fait, lorsque TLR3 reconnaît un 
de ses ligands, il recrute et lie TRIF grâce à une interaction homotypique entre leur 
domaine TIR respectif (177). Par ailleurs, en plus du domaine TIR, TRIF comporte les 
domaines nommés TRAF6-binding domain (T6BD) et receptor-interacting protein 
(RIP) homotypic interaction motif (RHIM). Ainsi, suivant son recrutement au TLR3, 
TRIF lie et active TRAF6, une E3 ubiquitine ligase (178, 179). Ceci mène à son 
autopolyubiquitination en Lys63, de même que celle d’autres substrats, dont la 
transforming growth factor-activated protein kinase (TAK)1 et la protéine NF-kB 
essential modifier (NEMO) (180, 181). C’est en fait la liaison des TAK1-binding 
protein (TAB)2 et TAB3 au domaine ubiquitiné de TRAF6, qui orchestre le 
rapprochement de TAK1 résultant en son activation. La liaison de TRIF à RIP1 grâce 
à son domaine RHIM facilite aussi le rapprochement et l’activation de TAK1 (179).  La 
signalisation initiée par TAK1 résulte en l’activation de NF-kB et d’AP-1 en faisant 
intervenir deux voies distinctes impliquant le complexe IKK et la voie des mitogen-
activated protein kinases (MAPK), respectivement (182). Suivant sa liaison au 
complexe IKK, formée de NEMO, et des kinases IKKa et IKKb, TAK1 permet 
l’activation de ces dernières afin de mener à la phosphorylation et à la dégradatation 
subséquente par le protéasome d’IkB (183). Ainsi libéré, NF-kB peut se transloquer 
au noyau afin de stimuler la production des gènes qu’il régule, incluant IP10, IL6 et 
IL12. Par ailleurs, TAK1, en phosphorylant les membres de la famille des MAPK 
kinases (MKK) incluant MKK3/6 et MKK4/7, mène à la phosphorylation activatrice des 
protéines kinases p38 et c-Jun N-terminal kinase (JNK). À leur tour, ces dernières 
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activent respectivement les facteurs de transcription ATF2 et c-Jun formant 
conjointement l’hétérodimère AP-1 (chapitre 1, figure 2) (183, 184).  
 D’un autre côté, TRIF a la capacité de lier et d’activer TRAF3 ce qui mène à 
l’activation du facteur de transcription IRF3 qui est un événement nécessaire à 
l’induction des IFNs de type I (178, 185). Pour ce faire, TRAF3 s’associe à la TRAF-
associated NF-kB activator (TANK), qui a aussi la capacité de lié des kinases 
similaires aux IKKs, incluant la TANK-binding kinase (TBK1) et la protéine inductible 
IKK (IKKi ou IKKe). Ensuite, ces sérines/thréonines kinases sont en mesure d’activer 
IRF3 et/ou IRF7 en phosphorylant leur domaine C-terminal. La phosphorylation 
d’IRF3/7 permet en fait leur homo/hétérodimérisation, leur translocation au noyau, et 
l’activation des gènes présentant un élément de réponse ISRE dont celui des IFNs de 
type I (chapitre 1, figure 2).  
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Figure 2 : La voie de signalisation de TLR3 
Suivant la reconnaissance des acides nucléiques viraux, TLR3, à travers le recrutement de son 
adaptateur TRIF, permet l’activation de multiples voies de signalisation résultant en l’activation des 
facteurs de transcription IRF3/7, AP-1 et NF-kB. Ce faisant, TLR3 amorce la production d’IFNs et de 
cytokines proinflammatoires. Le modèle a été créé en utilisant les gabarits de Servier Medical Art sous 
une licence non restrictive CCBY 3.0 (https://smart.servier.com/). 
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1.2.2.1.2 TLR7/8 et TLR9 : la reconnaissance de l’ARNsb et de l’ADN viraux 
Les TLR7 et TLR8 sont des récepteurs structurellement similaires pouvant 
reconnaître l’ARNsb de nombreux virus. L’expression de ces récepteurs est limitée 
aux cellules immunes. Chez les humains, TLR7 est retrouvé dans les cellules 
dendritiques plasmocytoïdes (pDCs) et les cellules B, alors que TLR8 est plutôt 
présent dans la lignée des cellules myéloïdes, incluant les monocytes, les 
macrophages et les cDCs (186, 187). Ces récepteurs ont initialement été démontrés 
comme senseurs de petits composés antiviraux dérivés de l’imidazoquinoline, tels 
que l’imiquimod et le resiquimod, dont la reconnaissance active une réponse 
immunitaire innée (188, 189). Ensuite, l’identification d’ARNsb riches en guanosine et 
uridine retrouvés dans le génome du VIH et de l’IAV en tant que ligands a permis 
d’apprécier le rôle de l’ARNsb génomique viral en tant que véritable ligand (190, 191). 
Depuis, une variété de virus à ARNsb a été identifié comme étant reconnu par les 
TLR7/8, incluant le virus Sendai (SeV), le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV), le 
IAV, le virus coxsackie B, le virus de la dengue (DENV) (192-195).  
TLR9, quant à lui, est exprimé principalement dans les compartiments 
endosomaux des pDCs et des cellules B. Initialement identifié en tant que senseur 
d’ADN contenant des dinucléotides CpG non méthylés, qui sont fréquemment 
observés dans les génomes bactériens, TLR9 a subséquemment été rapporté en tant 
que récepteur reconnaissant l’ADN viral provenant de nombreux virus tels que le 
virus de l’herpès simplex (HSV)1/2, le cytomégalovirus murin et certains adénovirus    
(196-198).  
Détectant les acides nucléiques au niveau des endolysosomes, ces récepteurs 
participent ainsi à la production marquée d’IFNs de type I et de cytokines pro-
inflammatoires à travers l’activation de voies signalétiques particulières communes.  
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1.2.2.1.2.1 Signalisation des TLR7/8/9 : une voie commune 
Les TLR7/8 et 9 transmettent leurs signaux grâce au recrutement de l’adaptateur 
myeloid differentiation primary response 88 (MyD88) grâce à la liaison entre leur 
domaine TIR respectif. Ce faisant, en réponse à une infection virale dans les pDCs, 
les TLRs 7 et 9 utilisent, contrairement à TLR3, une voie de signalisation 
indépendante de TRIF afin de produire de larges quantités d’IFNs de type I (199, 
200). La production de ces IFNs suivant l’activation de ces TLRs dépend de 
l’activation séquentielle des protéines interleukin-1 receptor-associated kinase 
(IRAK)4 et IRAK1, TRAF6, TRAF3 et IKKa (185, 200-203). En activant de 
nombreuses voies de signalisation, ce complexe multiprotéique permet la production 
de cytokines pro-inflammatoires, et des IFNs de type I.  
Plus précisément, MyD88 contient aussi un death domain (DD) qui lui permet 
d’interagir avec ses effecteurs en aval, IRAK4 et IRAK1/2. Cette interaction permet 
l’activation d’IRAK4 qui phosphoryle IRAK1 et IRAK2 orchestrant ainsi le recrutement 
de TRAF6 et de TRAF3. Possédant une activité E3 ubiquitine ligase, ces enzymes 
mènent à l’activation de nombreuses voies de signalisation complémentaires (201, 
204-207). De manière intéressante, les pDCs expriment de manière constitutive IRF7 
ce qui permet aux TLR7 et TLR9 d’induire rapidement la production d’IFNs suivant 
une infection virale. En fait, la présence TRAF6 et de TRAF3 permet l’ubiquitination et 
le recrutement d’IRF7 au complexe multiprotéique dont ils font partie afin de favoriser 
la phosphorylation activatrice d’IRF7 par IRAK1 (200, 204, 208). De plus, la 
phosphorylation d’IRF7 par IKKa favoriserait l’activité transcriptionnelle d’IRF7 et 
ainsi, la production d’IFNs de type I (202). Par ailleurs, il semblerait que la kinase 
mammalian target of rapamycin (mTOR) soit impliqué dans la pleine activation d’IRF7 
dépendante de MyD88 (209).  
 Parallèlement à l’activation d’IRF7, TRAF6 détient aussi la capacité de mener 
à l’activation des facteurs de transcription AP-1 et NF-kB et de la production 
concomitante de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines. Suivant son 
recrutement à IRAK1, TRAF6 orchestre sa propre polyubiquitination en Lys63, de 
même que celle d’autres substrats, incluant la kinase TAK1 et la protéine adaptatrice 
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NEMO. À l’instar du TLR3, la liaison de TAB2 et de TAB3 au domaine ubiquitiné de 
TRAF6 engage le recrutement de TAK1, qui, une fois activé, permet l’activation de 
NF-kB par les IKKs et d’AP-1 par la voie des MAPK tel que décrit précédemment à la 
section 1.2.2.1.1.1 (chapitre 1, figure 3).  
 La reconnaissance des virus à travers les TLRs représente ainsi une étape clé 
dans la formation d’une réponse antivirale innée. Toutefois, puisque les TLRs ne sont 
exprimés fortement qu’à l’intérieur des cellules spécialisées de l’immunité innée telles 
que les pDCs, les cDCs, les monocytes ou les macrophages, la plupart des autres 
types cellulaires dépendent plutôt de récepteurs cytosoliques afin de reconnaître une 
invasion virale, incluant les RLRs (210). 
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Figure 3 : La voie de signalisation des TLR7, 8 et 9 
 
Suivant la reconnaissance de leurs ligands, les TLR7, 8 et 9 permettent, grâce à leur capacité de 
recruter les adaptateurs IRAK1 et 4, l’activation de différentes voies de signalisation menant à 
l’activation des facteurs de transcription IRF7, NF-kB et AP-1. Ceci induit la production subséquente 
d’IFNs, de cytokines proinflammatoires et de chimiokines. Le modèle a été créé en utilisant les 
gabarits de Servier Medical Art sous une licence non restrictive CCBY 3.0 (https://smart.servier.com/). 
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1.2.2.2 RIG-I-like receptors (RLRs) 
Alors que les TLRs endosomaux représentent bel et bien un système efficace dans la 
détection de virus dans les cellules immunitaires phagocytaires, leur expression 
variable d’un type cellulaire à l’autre et leur localisation limitent toutefois la détection 
de particules virales ayant atteints le compartiment cytosolique. En effet, par 
mécanisme de fusion membranaire, certains virus enveloppés sont en mesure de 
libérer leur contenu directement dans le cytoplasme. De plus, d’autres virus, en se 
répliquant dans la cellule, font intervenir des intermédiaires cytoplasmiques d’ARNdb 
qui peuvent être reconnus par le système de défense antiviral. Ainsi, certaines études 
ont démontré la présence d’autres senseurs cytosoliques qui inspectent ce 
compartiment afin d’induire une réponse aux IFNs de type I, et ce, indépendemmant 
des TLRs (211-213).  Ces mécanismes alternatifs de détection virale font intervenir 
les membres de la famille des hélicases à ARN comportant un domaine DExD/H, 
incluant les protéines cytoplasmiques RIG-I et melanoma differenciation-associted 
gene 5 (MDA5). Avec la protéine laboratory of genetics and physiology 2 (LGP2), 
RIG-I et MDA5 représentent la famille des RLRs (aussi RIG-I-like helicases (RLH)) 
(214). Cette famille est ainsi regroupée étant donné leur homologie structurelle dont 
la caractéristique commune majeure est la présence d’un domaine DExD/H essentiel 
dans la reconnaissance de l’ARN viral. Toutefois, alors que LGP2 a un rôle dans la 
régulation de la réponse antivirale, seuls RIG-I et MDA5 sont en mesure d’amorcer 
une réponse signalétique menant à la production de protéines antivirales (214, 215). 
1.2.2.2.1 RIG-I et MDA-5 : les sentinelles cytosoliques signalétiques 
Les RLRs sont des protéines dont l’expression est ubiquitaire. Outre les pDCs dans 
lesquelles la réponse antivirale dépend grandement des TLRs, les autres types 
cellulaires, incluant les fibroblastes et les cDCs, comptent plutôt sur la présence des 
RLRs (RIG-I et MDA-5) afin de stimuler l’activation des gènes antiviraux (216). Ces 
protéines sont présentes dans le cytosol et ont été initialement identifiées en tant que 
senseurs de virus à ARN dont la spécificité de détection n’est pas tout à fait 
redondante. En effet, RIG-I et MDA5 partagent certains ligands, mais détiennent 
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aussi des capacités de reconnaissance distinctes (217). Plus précisément, RIG-I est 
un senseur pour les virus à ARN appartenant aux Paramyxoviridae (p. ex. SeV, virus 
de la maladie de Newcastle (NDV)), aux Orthomyxoviridae (p. ex. virus de 
l’influenza), aux Rhabdoviridae (p. ex. VSV), et aux Flaviviridae (p. ex. virus de 
l’hépatite C (HCV), virus de l’encéphalite japonaise (JEV)) (217). D’autre part, RIG-I 
serait aussi en mesure de reconnaître de courts ARNdb, de même que les petits 
segments du composé synthétique d’ARNdb, le poly(I:C) (218, 219). De son côté, 
MDA5 reconnaît plutôt les Picornaviridae tel que l’EMCV, le virus de Theiler et le 
Mengovirus, de même que les Noroviridae et les longs fragments de poly(I:C) (217, 
220). À l’instar de RIG-I, MDA5 est aussi en mesure de reconnaître l’ARNdb des 
Reoviridae, des Flaviridae (p. ex. le WNV, le DENV) et des Arenaviridae (p. ex. le 
virus de la chorioméningite lymphocytaire (LCMV) (217, 219, 221, 222). Par ailleurs, 
bien que RIG-I ait été identifié en tant que récepteur impliqué dans la reconnaissance 
des Paramyxoviridae (p. ex. SeV), il a été démontré que les protéines virales de ces 
virus antagonisent spécifiquement la signalisation initiée par MDA5 (223, 224). 
Similairement, les Picornaviridae (p. ex. ECMV) cible RIG-I de manière à provoquer 
sa dégradation, admettant un rôle possible de ce PRR dans la reconnaissance de 
cette famille de virus (225). Ceci admet ainsi que MDA5 et RIG-I partageraient 
davantage de ligands qu’initialement apprécié (226).  
De manière à distinguer l’ARN viral du soi, RIG-I reconnaît spéciquement la 
modification 5’-triphosphate (5’-PPP) qui survient lors dans la synthèse d’ARN viral; le 
processus normal de maturation co-transcriptionnel de l’ARN cellulaire, impliquant la 
formation d’une coiffe 5’, prévient le maintien des extrémités 5’-PPP de l’ARN 
endogène (227). Tel que ci-haut mentionné, les Picornaviridae expriment la protéine 
virale VPg qui se lie de manière covalente à l’extrémité 5’ de leur ARN et empêche 
ainsi leur reconnaissance par RIG-I. Toutefois, ces virus demeurent reconnus par 
MDA5 (227, 228). De plus, certains virus, tels que le virus Hantaan, le virus de la 
fièvre hémorragique de Crimée-Congo et le virus de la maladie de Borna auraient la 
capacité d’éliminer leur groupement 5’-PPP afin d’éviter leur reconnaissance par RIG-
I (229).  
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 Tel que susmentionné, les RLRs détiennent une structure commune 
hautement conservée qui inclue un domaine hélicase DExD/H central, mais aussi un 
domaine C-terminal de liaison à l’ARN (CTD; C-terminal RNA binding domain) 
responsable de la détection des acides nucléiques viraux cytoplasmiques (230, 231). 
Par ailleurs, RIG-I et MDA5 présentent deux caspase recruitment domains (CARDs) 
qu’ils arborent au niveau de leur extrémité N-terminale et qui sont responsables de 
leur interaction avec les protéines adaptatrices et effectrices impliquées dans la 
signalisation en aval (218, 232). Le paradigme d’activation de RIG-I admet qu’en 
absence de ligands, ce dernier se retrouve dans une conformation monomérique 
autoinhibitrice. En effet, la présence d’un domaine répresseur (RD) à même son 
CTD, qui se replie sur les CARDs de manière à les masquer et à les rendre 
inaccessibles, prévient RIG-I d’activer les cascades de signalisation à l’état basal 
(233). C’est en fait la liaison d’un ARN viral au niveau du CTD et du domaine hélicase 
de RIG-I qui induit un changement conformationnel dépendant de l’ATP afin 
d’exposer les CARDs. MDA-5, quant à lui, ne contient pas de RD en son extrémité C-
terminal et ne démontre ainsi aucune auto-inhibition. De son côté, LGP2 affiche aussi 
un RD en C-terminal, mais l’absence de domaine CARD prévient l’activation de 
molécules en aval (231, 233). Malgré le fait qu’une étude ait proposé un rôle positif 
dans la réponse antivirale, LGP2 a été décrit majoritairement comme un régulateur 
négatif de la signalisation en inhibant la production des gènes antiviraux suivant une 
infection virale (234, 235). Pour ce faire, plusieurs mécanismes d’interférences par 
LGP2 ont été décrits. Tout d’abord, LGP2 est en mesure de séquestrer les substrats 
d’ARN afin de prévenir l’activation de RIG-I et de MDA5 (235, 236). De plus, LGP2 
interfère avec la signalisation de RIG-I en bloquant directement son oligomérisation 
activatrice et, indirectement, en perturbant l’activation de mitochondrial antiviral 
signaling adaptor (MAVS) (237). Ainsi, alors que LGP2 détient un rôle dans la 
régulation de la réponse antivirale, seuls RIG-I et MDA5 sont en mesure d’initier une 
réponse signalétique menant, entre autres, à la production de protéines antivirales. 
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1.2.2.2.1.1 Voies de signalisation des RLRs 
La reconnaissance des ligands respectifs de RIG-I et MDA5 provoque une cascade 
signalétique commune qui mène à l’activation des facteurs de transcription IRF3, NF-
kB et AP-1. Exerçant un contrôle transcriptionnel de leurs gènes cibles, IRF3, NF-kB 
et AP-1 promeuvent la production des IFNs de type I, de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires et de protéines antivirales. La signalisation amorcée par les RIG-I et 
MDA5 s’opère grâce à la liaison homotypique entre leur premier domaine CARD à 
celui se trouvant au domaine N-terminal de leur adaptateur MAVS (aussi 
IPS1/CARDIF/VISA) localisé au niveau de la membrane externe des mitochondries, 
des peroxysomes et de la mitochondria-associated ER-membrane (MAM), cette 
dernière représentant un site majeur de signalisation de l’immunité innée (238-242). 
La signalisation des RLRs dépend de la reconnaissance de leurs substrats et 
d’une succession de modifications post-traductionnelles. Dans le cas de RIG-I, le 
changement conformationnel initié par la liaison d’acides nucléiques viraux au niveau 
du CTD, puis au domaine DExD/H permet de lever le frein moléculaire répresseur et 
d’exposer ses domaines CARD. Toutefois, cet événement ne suffit pas en soi à 
l’activation de MAVS (243). En effet, d’autres modifications coordonnées incluant la 
déphosphorylation et l’ubiquitination séquentielle des CARDs de RIG-I et de MDA5 
semblent impliquées à leur plein fonctionnement. En fait, il a été observé que la 
phosphorylation constitutive de certaines sérines et thréonines au niveau des CARDs 
de RIG-I (Ser8 et Thr170) et de MDA5 (Ser88) est rapidement perdue suivant une 
infection virale. Cette déphosphorylation surviendrait suivant la liaison initiale des 
RLRs aux ARN viraux; l’exposition de leurs CARDs s’ensuivant permettrait la liaison 
des protein phosphatase 1 (PP1)a et PPIg. Cette déphosphorylation représenterait en 
fait une étape clé dans le recrutement de certaines E3 ubiquitines ligases aux RLRs 
qui catalyseraient leur ubiquitination (244-246).  
Dans le cas de RIG-I, ce sont les E3 ligases TRIM25 et Riplet qui ont été 
identifiées en tant que responsables de telles modifications. TRIM25 est recruté aux 
CARDs suivant la reconnaissance d’acides nucléiques virales par RIG-I pour ensuite 
y lier une chaîne de polyubiquines au niveau de la Lys172 (247). Quant à Riplet, en 
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se liant au CTD, cette dernière médierait la polyubiquitination en Lys63 du CTD et 
des CARDs (248). Récemment, il a été démontré que l’activation de RIG-I dépendent 
aussi de la présence de chaines libres d’ubiquitines et de sa capacité à les lier 
20403326. En effet, la liaison de RIG-I à de telles chaines induirait sa tétramérisation 
et permettrait l’activation de MAVS in vitro (249, 250). L’identité de la ligase 
responsable de la formation tels chaines a été révélé grâce une étude récente. Ce 
serait en fait Riplet qui, en partenariat avec différentes enzymes de conjugaisons 
(Ube2D3 Ube2N), serait en mesure de catalyser à la fois l’ubiquitination covalente de 
RIG-I et la formation de chaines libres d’ubiquitine ce qui mènerait globalement à 
l’activation de RIG-I, de MAVS et des voies de signalisation en aval (251).  
D’autre part, les protéines impliquées dans l’ubiquitination de MDA5 et/ou la 
production de chaînes libres d’ubiquitines auxquelles se lient MDA5 demeurent quant 
à elles inconnues (249). Nonobstant, au même titre que RIG-I, ces modifications 
demeurent importantes pour son regroupement en structures oligomériques ayant la 
capacité d’activer MAVS (249). D’ailleurs, en reconnaissant certaines structures 
internes des ARNdb, il semble que MDA5 utilise les longs brins d’ARN en tant que 
plateforme signalétique sur laquelle, il s’oligomérise en filament hélicoïdal de manière 
à lier MAVS (252-254).  
Ainsi, l’activation des RLRs survient suivant un enchaînement de différents 
changements conformationnels et de quelques modifications covalentes menant à 
leur recrutement à leur adaptateur commun en aval, MAVS.  
La protéine adaptatrice établissant le lien entre la détection des acides 
nucléiques viraux par les RLRs et l’activation de la signalisation en aval a été 
identifiée parallèlement par différents groupes comme étant MAVS (238, 241, 255, 
256). Les domaines connus de MAVS incluent un domaine CARD au niveau de son 
extrémité N-terminale, une région riche en prolines et un domaine TM C-terminal. À 
travers sa séquence, MAVS présente aussi trois motifs d’interaction avec les 
protéines TRAF (TIM; TRAF-interacting motifs) dont deux se situent à même la région 
riche en prolines et l’autre aux abords du TM (256). Grâce à son domaine TM, MAVS 
s’ancre au niveau de différents ensembles riches en membranes incluant la 
mitochondrie, les peroxysomes et les MAM (241, 257, 258). Ainsi, par l’interaction 
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RLR-MAVS, ce dernier s’oligomérise en une structure similaire aux prions de manière 
à former un complexe multiprotéique de signalisation, le signalosome de MAVS 
(259). Plus précisément, la liaison homotypique entre les CARDs des tétramères de 
RIG-I avec celui de MAVS initie la conversion de la forme monomérique auto-
inhibitrice de MAVS en la formation d’un filament similaire aux prions dont le noyau 
est composé de CARDs polymérisés. Ces filaments de MAVS initiaux s’auto-
propagent ensuite de manière spontanée menant à la formation d’une plateforme de 
signalisation (259-261).  
L’initiation de la réponse antivirale en aval de MAVS dépend de plusieurs 
effecteurs cellulaires qui coordonnent l’activation des facteurs de transcription NF-kB, 
IRF3/7 et AP-1. À travers ses TIMs, MAVS est en mesure de recruter TRAF2 et 
TRAF6 qui favorisent l’activation des MAPK et des IKKs menant à l’activation 
respective d’AP-1 et de NF-kB, et ce, à travers différents processus moléculaires 
similaires à ceux de la voie des TLRs tels qu’expliqués à la section 1.2.2.1.1.1 (256, 
262-264). De plus, MAVS a la capacité de lier TRAF3, une étape essentielle 
orchestrant l’activation d’IRF3. En effet, l’absence de TRAF3 résulte en une 
détérioration de l’induction des IFN de type I en réponse à une infection par un virus à 
ARN (201). TRAF3, tout comme les adaptateurs NEMO, TRAF family member-
associated NF-kappa-B activator (TANK), nucleosome assembly protein 1 (NAP1) et 
similar to NAP1 TBK1 adaptor (SINTBAD), sont liées de manière constitutive à TBK1. 
Suivant son recrutement à MAVS, TRAF3 subit une auto-ubiquitination en Lys63 ce 
qui renforce sa capacité à lier ces adaptateurs. Leur recrutement à TRAF3 consolide 
ainsi le rapprochement et l’activation des kinases TBK1 et IKKe (265-268). La liaison 
de TRAF3 à MAVS s’effectue entre le domaine TRAF de TRAF3 et le TIM situé à 
l’extrémité C-terminale de MAVS (269-271). Néanmoins, une étude récente rapporte 
plutôt que TANK, NAP1 et SINTBAD ne serait pas impliqué et que seul NEMO aurait 
un rôle à jouer dans l’activation de TBK1 (272).  
Certaines études ont par ailleurs identifié TRAF3 en tant que composante 
essentielle de la transautophosphorylation de TBK1 en Ser172, une étape essentielle 
préliminaire à la phosphorylation d’IRF3 en Ser396 et en Ser402 (242, 269). 
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Parallèlement, l’activation de IKKe permet aussi la phosphorylation d’IRF3/7 
permettant ainsi leur dimérisation et leur translocation nucléaire (98, 273). 
Globalement, ces événements mènent à la production des IFNs de type I et des 
gènes antiviraux (chapitre 1, figure 4).   
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Figure 4 : La voie de signalisation des RLRs 
Suivant la liaison des acides nucléiques viraux aux RLRs cytosoliques, incluant RIG-I et MDA5, ces 
derniers s’associent avec leur adaptateur MAVS. Ceci initie les événements signalétiques menant à 
l’activation des facteurs de transcription latents AP-1, NF-kB et IRF3. En fait, alors que l’activation de 
la voie MAPK est nécessaire à l’activation d’AP-1, l’activation de NF-kB dépend plutôt de l’action 
concertée des kinases IKKa et IKKb suivant leur activation par un complexe formé de TRAF2 et 
TRAF6. De son côté, la phosphorylation activatrice d’IRF3 est catalysée par TBK1 dont l’activation 
découle de son ubiquitination par TRAF3. Globalement, ces voies de signalisation coordonnent la 
production d’IFNs de type I, de cytokines proinflammatoires, de chimiokines, et de protéines 
antivirales. Le modèle a été créé en utilisant les gabarits de Servier Medical Art sous une licence non 
restrictive CCBY 3.0 (https://smart.servier.com/). 
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Par ailleurs, certains facteurs clés normalement impliqués dans la voie de 
signalisation des tumor necrosis factor receptor I (TNFRI) participent aussi à 
l’activation de NF-kB au niveau de MAVS. En effet, le recrutement de la protéine 
TNFR-associated death domain (TRADD), un adaptateur important dans la 
signalisation du TNFR, auprès de MAVS permet la formation de différents complexes 
contribuant à l’activation des facteurs de transcription NF-kB et IRF3/7 (274). En 
effet, en interagissant avec la Fas-associated death domain-containing protein 
(FADD) et la kinase RIP1, TRADD permet l’activation des caspases 8 et 10 qui 
interagissent avec FADD grâce à la liaison de leurs CARDs respectifs (238). L’activité 
catalytique de ces caspases est importante dans la programmation de la mort 
cellulaire, mais aussi dans la translocation nucléaire de NF-kB (275). D’autre part, 
TRADD favorise aussi le rapprochement entre TRAF3 à MAVS de manière à 
favoriser l’activation d’IRF3/7.  
D’un autre côté, la découverte d’une protéine jouant un rôle essentiel dans la 
réponse antivirale a permis de proposer un rôle du réticulum endoplasmique (ER) 
dans la formation du complexe signalétique menant à l’activation d’IRF3. 
L’expression de cette protéine nommée stimulator of IFN genes (STING; aussi MITA, 
MPYS et ERIS) semble nécessaire à l’activation complète d’IRF3 et à la production 
d’IFN de type I (276-278). D’ailleurs, la diminution de son expression par ARNi ou par 
délétion génétique compromet la capacité des cellules hôtes à combattre une 
infection d’un virus à ARN. Toutefois, cet effet semble être dépendant du type 
cellulaire puisque, contrairement aux fibroblastes, l’absence de STING n’a aucun 
effet sur la réplication virale dans les macrophages et les cellules dendritiques. 
STING est une protéine qui se localise au niveau de la membrane du ER à l’état 
basal. Certaines études proposent aussi la présence de STING au niveau de la 
membrane externe de la mitochondrie (278-280). Au niveau de la mitochondrie, 
STING pourrait interagir avec MAVS, TBK1 et IRF3 pour favoriser l’activation de cette 
dernière. D’un autre côté, sa présence au niveau du ER lui permettrait de s’associer 
avec le complexe TRAP, un module facilitant la translocation des protéines à travers 
le ER. Ces complexes protéiques situés au niveau du ER ont aussi le pouvoir de 
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recruter TBK1 afin de faciliter son activation et celle d’IRF3 et la production d’IFN-
b (277, 278). Il a ainsi été proposé que STING, de par sa liaison à RIG-I, pourrait être 
en mesure d’assister la reconnaissance des ARNs viraux se faisant traduire au 
niveau du ER (277). De manière intéressante, alors que les effets ci-haut ont été 
décrits suivant une infection par certains virus à ARN ou par stimulation au poly(I:C), 
STING a aussi été identifié comme étant une protéine adaptatrice permettant 
l’activation de TBK1 et d’IRF3 lors d’infections de certains virus à ADNdb, et ce, 
indépendemmant de RIG-I ou MDA5 (281, 282).  
1.2.2.3 Les senseurs cytoplasmiques d’ADN viral 
La famille des récepteurs reconnaissant l'ADN viral au niveau du cytosol en est une 
hétéroclite dont plusieurs membres jouent des rôles importants. Le premier PRR 
impliqué dans la reconnaissance d’ADN à être identifié est TLR9; il demeure encore 
aujourd’hui le seul PRR endosomal à pouvoir reconnaître l’ADNdb (196). 
Préférentiellement exprimé au sein d’endosomes dans les pDCs, TLR9, comme 
décrit précédemment, lie des oligodéoxynucléotides contenant des motifs CpG non 
méthylés hautement prévalents dans l’ADN génomique bactérien et viral (283).  D’un 
autre côté, il est maintenant bien reconnu que l’ADN du soi ou provenant d’un 
pathogène peut induire une réponse immunitaire innée en atteignant le cytoplasme 
plutôt que les endosomes. L’accumulation d’une telle quantité d’ADN au niveau 
cytoplasmique peut se produire par infection de la cellule par des pathogènes 
intracellulaires (c.-à-d. virus, bactéries, parasites) (284-287), par dysfonction des 
mécanismes de métabolisme endolysosomal d’ADNs exogènes (288) ou par une 
altération du système de dégradation des débris de réplication d’ADNs endogènes 
(289, 290). L’induction de cytokines et d’IFNs de type I a d’ailleurs été démontrée 
dans de nombreux types cellulaires, et ce, indépendamment de TLR9.  
Le premier senseur cytosolique d’ADN à être identifié est le récepteur DNA-
dependent activator of IRFs (DAI) (291). En se liant à l’ADN et en reconnaissant la 
forme synthétique d’ADN poly(déoxyadénylique-déoxythymidylique) (polydA:dT), DAI 
est en mesure de stimuler l’expression d’IFNs de type I en activant NF-kB et IRF3 
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(291). Toutefois, bien que DAI soit impliqué dans la reconnaissance d’ADNdb dans la 
lignée cellulaire de fibroblastes murins L929 et dans les fibroblastes humains  (292, 
293), aucun rôle de DAI n’a pu être observé ni dans les lignées cellulaires humaines 
monocytiques (THP1) et épithéliales (A549), ni in vivo (294, 295). Le second senseur 
d’ADN cytosolique à être caractérisé est l’ARN polymérase III. Son effet résulterait de 
sa capacité à transcrire les d’ADNdb riches en adénines et en thymidines (AT), tels 
que le poly(dA:dT), en ARN arborant une coiffe 5’-triphosphate pouvant être reconnu 
par RIG-I (296, 297). Cette découverte explique ainsi le rôle apparent de MAVS dans 
la réponse antivirale suivant une stimulation avec l’ADN synthétique poly(dA:dT) 
(298). Malgré la caractérisation de ces senseurs, le fait que DAI semble être impliqué 
seulement dans certaines lignées cellulaires et que l’ARN polymérase III ne peut 
expliquer l’induction d’IFNs de type I suivant une stimulation avec de l’ADN pauvre en 
AT admet l’existence de PRRs cytosoliques supplémentaires reconnaissant l’ADN. 
Depuis, de nombreux autres récepteurs cytosoliques ont d’ailleurs été décrits 
incluant absent in melanoma 2 (AIM2) AIM2 et l’IFN-g-inducible protein 16 (IFI16), 
leucine-rich repeat flightless-interacting protein 1 (LRRFIP1), DHX9, DHX36, DDX41, 
Ku70, DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-PKcs), MRE11, cyclic 
GMP-AMP synthase (cGAS) et Rad50 (299, 300). C’est en fait l’identification d’une 
nouvelle protéine adaptatrice nommée STING qui a entre autres stimulé la 
découverte de ces nombreux autres senseurs d’ADN de l’immunité innée (276, 278, 
279, 301).  
En plus des rôles de STING au niveau de la reconnaissance des virus à ARN, 
ce dernier représente l’adaptateur central de la reconnaissance de l’ADN. En effet, 
similairement à son homologue MAVS de la réponse à l’ARN, STING est d’une 
importance capitale dans l’induction d’IFN de types I en réponse aux virus à ADN. 
Des souris STING-/- présentent d’ailleurs une réponse restreinte à une infection aux 
virus à ADN (277). Les détails mécanistiques qui sous-tendent l’effet de STING 
s’apparentent à ceux de MAVS; STING pourrait mobiliser directement TRAF3 et/ou 
TBK1 afin de provoquer la phosphorylation activatrice d’IRF3 et la production 
subséquente d’IFNs de types I et d’ISGs (302, 303). De manière intéressante, outre 
son rôle en tant que protéine adaptatrice, STING semble impliqué dans la 
 
37 
reconnaissance de seconds messagers tels que les dinucléotides cycliques (CDN). 
Les CDNs représentent en fait des molécules produites par différents pathogènes et 
possèdent un pouvoir de signalisation lorsqu’ils sont détectés au niveau 
intracellulaire. STING a d’abord été caractérisé en tant que senseur du CDN 
bactérien nommé diguanylate monophosphate cyclique (c-di-GMP) (304), puis, plus 
récemment, en tant que senseur du second messager guanylatemonophosphate-
adénosine monophosphate cyclique (cyclic GMP-AMP; cGAMP) (305). Bien que la 
présence de cGAMP ait été identifié dans certaines bactéries tels que Vibrio 
Cholerae (306), ce serait plutôt la production de cGAMP par les cellules 
eukaryotiques qui serait responsable de la réponse médiée par STING (305). À 
travers le fractionnement biochimique d’extraits cellulaires et l’utilisation de 
spectrométrie de masse, Sun et coll. ont été en mesure d’identifier cGAS comme 
étant l’enzyme responsable de la reconnaissance de l’ADNdb cytosolique et de la 
synthèse de cGAMP (307).  
cGAS catalyse donc la production de cGAMP en présence d’ADNdb au niveau 
cytosolique. En fait, en liant directement le squelette phosphate de l’ADNdb, cGAS se 
dimérise et le changement conformationnel s’ensuivant permet aux substrats 
nucléotidiques (GTP et ATP) d’atteindre le site actif favorisant ainsi la formation de 
cGAMP. Le rôle de cGAS dans la reconnaissance de l’ADN a pu être confirmé in vivo 
étant donné la disponibilité de modèle murin génétique cGAS-/-. Ces souris sont 
d’ailleurs plus susceptibles aux infections virales au HSV-1. De plus, les fibroblastes 
et les bone marrow-derived macrophages (BMDMs) isolés de telles souris étaient 
incapable d’induire les cytokines pro-inflammatoires et les IFNs de type I 
normalement observés suivant une infection par un virus à ADN (308, 309). D’autre 
part, similairement à IFI16, cGAS est impliqué dans la reconnaissance du VIH-1 et 
semble être la protéine responsable de la production de cGAMP et d’IFNs suivant 
une infection des cellules par ce virus (310). De manière intéressante, des études 
récentes démontrent que le senseur nucléaire d’ADN IFI16 coopère avec cGAS lors 
de la reconnaissance d’ADN. En effet, son absence limite la production de cGAMP 
par cGAS et diminue l’activation de STING (311, 312).  
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1.2.3 COMPARTIMENTALISATION DE L’IMMUNITÉ INNÉE  
La famille des PRRs en est une dont les membres détiennent des rôles extrêmement 
variés et se retrouvent d’ailleurs au niveau de nombreux compartiments. En effet, on 
les retrouve au niveau extracellulaire (p. ex. les molécules du complément, les 
collectines, les pentraxines), au niveau des surfaces des membranes cytoplasmiques 
(p. ex. les TLR1, 2, 4, 5, 6, les CLRs), et au niveau intracellulaire (p. ex. les NLRs, les 
RLRs et les TLR3, 7, 8 et 9). Alors que les PRRs sécrétés au niveau extracellulaire 
agissent directement sur les microbes afin de promouvoir la phagocytose ou la mort 
des micro-organismes détectés, seuls les PRRs présents à la surface ou à l’intérieur 
des cellules ont la capacité d’induire une signalisation menant à la production de 
cytokines inflammatoires et/ou antivirales. Comme présenté, ce sont les récepteurs 
intracellulaires, plus spécifiquement les TLRs vésiculaires et les RLRs cytosoliques 
qui détiennent la capacité de reconnaître les acides nucléiques viraux intracellulaires. 
En effet, contrairement à la grande majorité des micro-organismes, les virus doivent 
atteindre le cytosol afin d’accéder à la machinerie cellulaire pour se répliquer. Ainsi, la 
localisation sous-cellulaire des RLRs et des TLRs représente un mode de détection 
particulièrement bien adapté à la reconnaissance des micro-organismes pathogènes 
et virulents se caractérisant par leur capacité à s’introduire à l’intérieur de la cellule 
(313, 314).  
En se trouvant dans le compartiment cytosolique, les RLRs sont bien 
positionnés pour détecter rapidement les motifs moléculaires pathogéniques. Par 
ailleurs, la localisation des TLRs vésiculaires, se retrouvant plus particulièrement 
dans les compartiments endosomaux tardifs, favorise aussi la détection rapide des 
virus qui dépendent de leur endocytose pour atteindre l’intérieur de la cellule. En 
effet, en étant acheminés vers l’environnement hydrolytique des endosomes tardifs, 
les virus libèrent leurs acides nucléiques qui pourront être reconnus par les TLRs 
endosomaux. De surcroît, la compartimentalisation de la reconnaissance des 
antigènes viraux favorise la discrimination du soi et du non-soi. Les TLRs 
endosomaux (TLR3, 7, 8, 9) nécessitent toutefois l’action d’un chaperon protéique 
afin d’atteindre ce lieu de détection. En effet, UNC-93B, une protéine à 12 passages 
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TM résidant dans le ER, est un partenaire commun essentiel à la signalisation initiée 
par ces récepteurs (315, 316). D’ailleurs, chez les souris, une mutation faux sens 
dans le gène codant pour UNC-93B empêche le transport de ces récepteurs de leur 
site de production au niveau du ER au lieu de la reconnaissance des pathogènes 
d’où ils signalent, les endolysosomes (317). Leur présence au niveau de ce 
compartiment est particulièrement importante puisque cela leur permet de subir leur 
protéolyse activatrice de manière à initier leur signalisation (318). De manière 
intéressante, bien que de nombreux PRRs détectent des déterminants structuraux et 
moléculaires qui sont absents des cellules hôtes (p. ex. de longs segments d’ARNdb 
et de l’ARNsb non coiffés), certains autres (p. ex. TLR7/8 et TLR9) reconnaissent des 
structures qui sont présente à la fois dans les virus et dans la cellule hôte. Pour les 
TLRs 7, 8 et 9, c’est en fait la compartimentalisation de ces TLRs dans les 
endosomes qui permet de prévenir la reconnaissance des molécules du soi (319). 
Ainsi, outre les déterminants structuraux et moléculaires permettant aux récepteurs 
de l’immunité innée de reconnaître spécifiquement certains motifs exogènes 
provenant de bactérie ou virus, les cellules présentent aussi d’autres composantes 
structurelles leur permettant de différencier le soi du non-soi et d’éviter l’activation 
aberrante de voies de signalisation.  
D’autre part, alors que la schématisation classique des processus 
signalétiques admet d’emblée que la localisation sous-cellulaire des PRRs indique le 
lieu d’où la transduction du signal de l’immunité innée est amorcée, une multitude de 
données suggèrent plutôt que le site d’interaction PRR-ligand ne constitue pas 
nécessairement leur site de signalisation. En fait, de nombreux PRRs doivent plutôt 
être transporté vers une localisation alternative afin d’interagir avec leur adaptateur 
respectif, démontrant ainsi une séparation spatiale entre les sites de détection et 
ceux de signalisation (320). Au niveau des PRRs reconnaissant les acides nucléiques 
viraux, un tel exemple est fourni par le senseur d’ADN ayant des motifs CpG, le 
TLR9. Dans les pDCs, la réponse transcriptionnelle découlant de l’activation du TLR9 
mène à la production de cytokines pro-inflammatoires et d’IFNs. Néanmoins, alors 
que l’induction des cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-12 provient des TLR9 se 
trouvant dans les endosomes tardifs, la production des IFNs nécessite son transport 
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vers les lysosomes-related organelles (LRO) (321). Le transport de TLR9 vers les 
LROs est en fait réalisé par l’adaptor protein-3 (AP-3); l’absence de cette dernière 
prévient la redistribution de TLR9 au LROs, et, par conséquent, prévient la production 
d’IFNs. Similairement, la signalisation découlant de la reconnaissance des virus à 
ADN par le récepteur nucléaire IFI16 nécessite la translocation de ce dernier du 
noyau vers le compartiment cytosolique (322, 323). En effet, l’acétylation de ce 
dernier par le coactivateur transcriptionnel p300 permet à IFI16 de se relocaliser au 
niveau du cytoplasme (323). Toutefois, la présence d’une protéine accessoire 
coordonnant un tel mouvement demeure inconnue.  
Le déplacement des récepteurs vers un compartiment sous-cellulaire de 
signalisation est un processus qui correspond aussi au mode d’action des RLRs. En 
effet, les RLRs, composés de RIG-I et de MDA-5, sondent le compartiment 
cytosolique afin de détecter la présence d’ARN viral avant de se relocaliser au niveau 
de leur adaptateur membranaire, MAVS. Plus précisément, RIG-I, suivant sa liaison à 
l’ARN, forme un complexe de translocation avec la ligase TRIM25, qui catalyse son 
ubiquitination, et avec le chaperon moléculaire 14-3-3e (247, 324). L’importance de 
cette dernière se reflète par le fait que son absence prévient le transport de RIG-I aux 
fractions membranaires du MAM, de la mitochondrie ou du peroxysome contenant 
MAVS (324). Ainsi, à l’instar des TLRs, le site sous-cellulaire de signalisation des 
RLRs semble être dissocié de celui de la reconnaissance de leurs ligands. Le 
mouvement entre ces deux emplacements en est un régulé par des chaperons qui 
favorisent le positionnement des récepteurs au niveau de structures organellaires 
sous-jacentes afin de permettre l’assemblage d’un réseau de complexes fonctionnels. 
Cette signalisation organellaire est en fait particulièrement importante dans la 
signalisation initiée par les RLRs. 
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1.2.3.1 La signalisation organellaire des RLRs 
La compartimentalisation des processus biochimiques et des réponses signalétiques 
est un important mode de régulation influençant de nombreuses fonctions cellulaires 
fondamentales. Au niveau de la reconnaissance des virus, l’activation des voies de 
signalisation dépend en fait de la présence constitutive de senseurs et d’adaptateurs 
au niveau des compartiments sous-cellulaires où se trouvent les virus, et de leur 
capacité à se mobiliser et à interagir avec les protéines effectrices en aval. Comme 
mentionné, les TLRs reconnaissant les acides nucléiques viraux font intervenir les 
adaptateurs TRIF et MyD88 au niveau des endosomes et des LRO afin d’initier leur 
signalisation (319, 325). D’autre part, les récepteurs intracellulaires (c.-à-d. 
cytosoliques ou nucléaires) de l’ADN viral font plutôt intervenir l’adaptateur STING 
situé au niveau du ER. Les RLRs, quant à eux, dépendent de l’adaptateur MAVS qui 
se trouve au niveau des mitochondries, des peroxysomes et des MAM (241, 257, 
258).  
 La localisation de MAVS au niveau de chacun de ces compartiments est 
importante pour sa signalisation. Initialement identifiée en tant que protéine de la 
membrane externe de la mitochondrie, sa présence au niveau des MAMs et des 
peroxysomes semble jouer un rôle majeur dans la transduction du signal. En tant que 
sous-domaine cellulaire se trouvant à l’interface entre le ER et la mitochondrie, les 
MAM représentent un site de contact dynamique auquel les peroxysomes et les 
mitochondries s’arriment afin de créer une plateforme de signalisation pour la 
réponse antivirale (257, 258, 326). En fait, alors que les rôles précis découlant de la 
diversité de localisation sous-cellulaire de MAVS ne sont pas complètement élucidés, 
il a été proposé que MAVS entraîne différentes réponses en fonction de sa 
localisation. En effet, suivant une infection virale, la présence de MAVS au niveau 
des MAM et de la mitochondrie permettrait l’expression d’IFNs de type I et d’ISGs, 
alors que sa présence au niveau des peroxysomes favoriserait une production rapide 
d’ISGs de manière indépendante des IFNs de type I, mais dépendante des IFNs de 
type III (327). En effet, la réponse provenant de l’activation de MAVS mène à la 
production d’IFNs de type I et de type III en réponse à différentes infections virales, 
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incluant le virus de l’hépatite C. Toutefois, la présence du complexe de protéases 
NS3-NS4A de l’HCV inactive la signalisation de MAVS en clivant ce dernier au niveau 
de la cystéine 508 présente à la base de son domaine TM provoquant ainsi la 
libération de MAVS de sa fraction membranaire (328). De manière intéressante, le 
complexe NS3-NS4A cible MAVS plus particulièrement au niveau des MAMs 
démontrant l’importance de cette interface organellaire (258). D’autre part, la 
présence d’une fraction de ces protéases au niveau des peroxysomes suggère aussi 
une régulation potentielle de la signalisation de MAVS à partir de cette organelle 
(258). D’ailleurs, la relocalisation de MAVS vers le compartiment cytosolique suivant 
son clivage contrecarre la capacité des cellules à répondre à l’activation des RLRs et 
bloque la production d’IFN de type I et de type III (257, 258, 327). En réponse à une 
infection virale, il a été démontré que RIG-I, conjointement avec TRIM25, est recruté 
dans une fraction intracellulaire membranaire afin de lier MAVS. Il a en fait été montré 
que MAVS interagit avec RIG-I et son effecteur signalétique en aval, TRAF3, au 
niveau des MAM (258). Ceci démontre l’importance de ce microdomaine 
compartimental dans l’immunité innée. En étant situé aux limites du ER et de la 
mitochondrie, le MAM semble ainsi fournir un lieu d’échange dynamique entre la 
mitochondrie et les peroxysomes favorisant par le fait même l’organisation et le 
recrutement des joueurs de l’immunité innée antivirale.  
Globalement, les détails moléculaires et les modifications post-traductionnelles 
entourant l’activation des PRRs et à leur recrutement au niveau de leur adaptateur 
respectif a bénéficié d’une attention particulière ayant permis de mieux décrire le 
mode de fonctionnement et l’importance de la signalisation organellaire. Toutefois, la 
manière par laquelle les protéines en aval de l’activation de ces adaptateurs, tels que 
TRAF3, sont recrutées aux compartiments cellulaires signalétiques demeure 
grandement inconnue. L’implication centrale de TRAF3 dans la production d’IFNs de 
type I en réponse à différents stimuli en fait un candidat de recherche intéressant.  
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1.2.3.2 TRAF3 convergence des signaux menant à la production d’IFNs 
de type I 
Les protéines TRAFs font partie d’une famille d’adaptateurs qui permet d’établir 
l’interconnexion entre la reconnaissance de nombreux ligands par leur récepteur, tels 
que TNFR, IL1R, TLR, RLR, cGAS, et les effecteurs en aval impliqués dans les voies 
de signalisation inflammatoire et immunitaire. Composée de sept membres, de 
TRAF1 à TRAF7, cette famille présente certaines caractéristiques structurelles 
communes. Au niveau de l’extrémité C-terminale, ils possèdent tous un domaine 
TRAF qui contient un motif superhélice (CC; coiled-coil) responsable de leur 
oligomérisation et de leur interaction avec les récepteurs et les protéines effectrices 
impliqués dans les voies de signalisation qu’ils régulent. Par ailleurs, à l’exception de 
TRAF1, tous les TRAFs comportent en leur région N-terminale un domaine Really 
Interesting New Gene (RING) finger qui a la capacité de lié les enzymes 
d’ubiquitination et leurs substrats afin de catalyser leur activité en tant qu’ubiquitine 
ligase E3 (329).  
Au niveau de la réponse antivirale, TRAF3 s’est avéré être un des facteurs 
critiques permettant l’activation d’IRF3 et la production d’IFNs de type I s’ensuivant 
(185, 201, 269). En fait, les événements menant à l’activation de TRAF3 demeurent 
un prérequis à la transautophosphorylation activatrice de TBK1 sur sa Ser172, la 
kinase responsable de la phosphorylation et de l’activation d’IRF3 (330-333). Ce 
faisant, TRAF3 joue un rôle dans de nombreuses voies de signalisation menant à 
l’activation d’IRF3 et à la production d’IFNs de type I. L’importance de cette protéine 
réside dans le fait qu’elle agit en tant que lien critique joignant les protéines 
adaptatrices de nombreux PRRs aux kinases régulatrices en aval. En effet, TRAF3 
représente un lieu de convergence de nombreuses voies de signalisation (334). 
Suivant la production de cGAMP médiée par la reconnaissance d’ADN génomique 
viral par cGAS, cette dernière initie une réponse antivirale innée dépendante de 
STING. STING, en liant cGAMP, se dimérise et recrute TRAF3 et TBK1 entraînant 
ainsi une réponse puissante aux IFNs (278). Similairement, lors de l’activation des 
TLRs endosomaux, les protéines adaptatrices MyD88 et TRIF sont recrutés à leurs 
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TLRs respectifs afin d’initier leur signalisation grâce à l’activation de TRAF3. De plus, 
à l’instar de son implication dans la mobilisation des voies de signalisation des 
senseurs d’ADN et des TLRs, TRAF3 semble être une protéine effectrice essentielle 
dans la production d’IFNs de type I en réponse à l’activation des RLRs cytosoliques 
(185, 201, 278). Il a d’ailleurs été démontré que, suivant une infection virale à ARN, 
l’absence de TRAF3 dans les cellules MEFs TRAF3-/- réduit significativement leur 
capacité à produire des IFNs de type I et les rend plus susceptibles aux infections 
(201, 271). Similairement à la signalisation médiée par STING, MyD88 et TRIF, 
l’activation des RLRs mène au recrutement de TRAF3 à la protéine adaptatrice 
MAVS à partir de laquelle TRAF3 active TBK1-IKKe et, subséquemment, IRF-3 (269, 
270). Ainsi, TRAF3 représente une protéine effectrice de la réponse antivirale qui doit 
se déplacer aux compartiments de signalisation où se situent les protéines 
adaptatrices à partir desquelles TRAF3 catalyse l’activation d’IRF3 et, 
conséquemment, la production d’IFNs de type I et de certains ISGs.  
 Comme décris ci-haut, TRAF3 doit être recruté à ses adaptateurs en amont 
afin d’initier son activité. Toutefois, les déterminants moléculaires sous-jacents 
permettant un tel recrutement demeurent grandement inconnus.  
Récemment, l’identification de STING en tant que protéine dont l’activité 
dépend de sa transition du ER au Golgi a permis de suggérer un mécanisme de 
recrutement de ses effecteurs en aval. En fait, résidant de manière constitutive au 
niveau du ER, STING utilise les voies sécrétoires endogènes afin d’initier son 
mouvement du ER au Golgi pour finalement aboutir dans des structures 
cytoplasmiques punctiformes pour sa dégradation (277, 335, 336). Lors de son 
processus de transport, STING pourrait donc recruter ses effecteurs en aval, TRAF3, 
TBK1 et IRF3, afin de stimuler l’induction des IFNs de type I (303, 337, 338). Ceci 
suggère ainsi un rôle du système de transport des protéines dans l’immunité innée 
antivirale. La nature et le rôle précis de ces différentes étapes de recrutement 
demeurent toutefois imprécis. D’un autre côté, en prenant avantage du rôle de deux 
protéines effectrices du système de sécrétion de type 3 (T3SS) des bactéries de 
genre Shigella, IpaJ et VirA, qui ciblent différentes étapes de la voie sécrétoire de 
l’hôte, il a été possible d’identifier la signalisation et le trafic de STING à des stades 
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intermédiaires de translocation au cours d’une infection/stimulation avec de l’ADN 
(337, 339). Ainsi il a été observé que le blocage de la translocation de STING du ER 
à l’ER-to-Golgi intermediate compartments (ERGIC), un réseau membranaire 
tubulovésiculaire situé près des ER exit sites (ERES), par une stimulation avec la 
protéine IpaJ et la brefeldin A, contrecarre directement l’activation de STING. D’autre 
part, la stimulation des cellules par la protéine VirA, ou par le nocodazole, un agent 
de dépolymérisation des microtubules, qui bloquent tous deux le transport entre 
l’ERGIC et le Golgi, n’a pas interféré avec la signalisation de STING, ainsi maintenu 
au niveau de l’ERGIC (337). Aussi, certains mutants de STING sont constitutivement 
actifs et se transportent spontanément à l’ERGIC d’où ils déclenchent une réponse 
antivirale de type I de manière continue. Ceci suggère que l’interaction avec TBK1 et 
IRF3 se déroule majoritairement au niveau de l’ERGIC et que le système de trafic 
protéique est d’une importance centrale dans l’organisation de l’immunité antivirale 
(337, 338). 
 Alors que le système de trafic protéique endogène semble être impliqué dans 
l’organisation de la réponse antivirale au niveau de l’adaptateur STING suivant une 
infection d’un virus à ADN, les structures cellulaires permettant le recrutement de 
TRAF3 à ses adaptateurs en amont suivant une infection virale restent grandement 
inconnues. Ainsi, étant donné l’importance de TRAF3 dans la signalisation et le fait 
que cette dernière semble essentielle à la réponse antivirale, particulièrement suivant 
l’activation des RLRs, notre groupe de recherche s’est efforcé à identifier de 
nouveaux partenaires de TRAF3 pouvant être impliqué dans la réponse antivirale 
innée et dont les rôles antérieurs pourraient proposer un nouveau modèle 
d’organisation de l’immunité au niveau des protéines effectrices en aval de la 
reconnaissance virale. Pour ce faire, notre laboratoire a utilisé une approche 
protéomique faisant intervenir une purification par affinité couplée à une analyse par 
spectrométrie de masse (AP/MS). Ceci a mené à l’identification d’un nouvel 
interactome faisant intervenir 12 partenaires potentiels de TRAF3, incluant TBK1 
(340).  
En utilisation cette approche, il a été possible d’identifier et de caractériser le 
rôle de deux nouveaux partenaires de TRAF3 dans l’immunité innée antivirale, 
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Sec16A et p115. Ces deux protéines possèdent des effets bien établis au niveau du 
système de transport vésiculaire entre le réticulum endoplasmique (ER) et l’appareil 
de Golgi. En effet, en tant que protéines influençant l’assemblage et le transport des 
vésicules comportant un manteau de complexes de coatomères (coat protein 
complex II; COPII), Sec16A et p115 détiennent un rôle important dans le trafic 
antérograde de protéines à l’interface entre le ER et l’appareil de Golgi.  Sec16A 
s’assemble en fait au niveau des membranes du ER et forme une plateforme 
structurée définissant les sites de sorties du ER, l’ERES, d’où les vésicules COPII se 
mobilisent (341-343). De son côté, p115 est un adaptateur de liaison important 
permettant l’ancrage des vésicules au niveau du ER, de l’ERGIC, et du cis-Golgi 
(344-347). Suivant la confirmation de leur association et de leur co-localisation avec 
TRAF3, des essais faisant intervenir leur surexpression ou leur répression génétique 
ont permis de démontrer leur rôle positif dans l’induction de gènes antiviraux. Cette 
caractérisation du rôle insoupçonné de Sec16A et de p115 dans l’établissement d’un 
état antiviral propose ainsi un nouveau rôle du système de transport vésiculaire dans 
l’immunité innée antivirale (340). De cet interactome initial, l’identification de la 
protéine TRK-Fused Gene (TFG) en tant que partenaire de TRAF3 de haute 
prévalence représente ainsi une nouvelle avenue prometteuse vers la caractérisation 
et la compréhension plus détaillées du fonctionnement et du rôle de TRAF3 dans 
l’immunité innée antivirale. 
1.2.4 TRK-FUSED GENE (TFG) : UN SURVOL  
Le gène Tropomyosin-receptor kinase (TRK)-fused gene (TFG) encode pour une 
protéine conservée qui possède différentes fonctions encore mals définies. L’ADN 
complémentaire (ADNc) humain de TFG détient 1677 paires de base et encode pour 
une protéine de 400 acides aminés dont les nombreux motifs suggèrent des 
interactions avec de nombreuses protéines (348). Les caractéristiques structurales 
majeures de TFG se situent au niveau de son domaine N-terminal où se trouve une 
superhélice (CC) qui est impliquée dans son oligomérisation, de même qu’un 
domaine Phox/Bem 1P (PB1) dont la séquence comporte un site consensus de 
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liaison aux motifs SH2 étant donné la présence en position 33 d’une tyrosine 
phosphorylée. La partie C-terminale comporte quant à elle une séquence riche en 
prolines (PPGEPGP) représentant un site de liaison aux domaines SH3 (349-353).  
TFG a d’abord été caractérisé en tant que protéine de fusion du NTRK1 
formant l’oncogène thyroïdien TRK-T3 (354). Par ailleurs, TFG semble aussi impliqué 
dans les réarrangements oncogéniques avec l’anaplastic lymphoma receptor tyrosine 
kinase (ALK) menant aux lymphomes anaplastiques et avec le neuron-derived 
orphan receptor 1 (NOR1) causant le chondrosarcome myxoïde extrasquelettique 
(355-357). En fait, résultant d’une aberration génomique structurale, les oncogènes 
de fusion représentent un des mécanismes d’oncogenèse les plus communs. Les 
translocations chromosomiques représentent d’ailleurs une cause fréquente de 
cancers tels que les leucémies, les lymphomes, les sarcomes et certains carcinomes. 
Ces translocations établissent un lien entre deux chromosomes distincts résultant 
souvent en la création d’une protéine chimère fusionnant deux segments de gènes 
différents. Dans la grande majorité des cas, ces gènes de fusion partagent certaines 
caractéristiques incluant une expression et une activité constitutive, et une capacité à 
s’oligomériser. Ce faisant, ce type de protéine mène souvent à la transformation 
oncogénique des cellules. Les récepteurs tyrosines kinases représentent des 
partenaires de translocation particulièrement prône à l’oncogenèse. Dans le cas de 
TFG, ces gènes de fusion font souvent intervenir la terminaison N-terminale de TFG 
et la partie C-terminale de la kinase associée (348, 358). La haute prévalence de 
TFG dans les tissus et la présence du domaine CC de TFG favorise l’expression et 
l’oligomérisation de la protéine de fusion menant ainsi à son autophosphorylation 
constitutive et à son activation oncogénique (358). Outre son implication en tant que 
partenaire de translocations chromosomiques dont les protéines chimériques 
résultantes ont été impliquées dans différents types de cancer, TFG joue un rôle 
prépondérant dans le trafic intracellulaire de protéines. 
 Le trafic intracellulaire des protéines est en fait un processus biologique 
essentiel permettant aux cargaisons protéiques biosynthétiques provenant du ER 
d’atteindre l’appareil de Golgi, les autres organelles et/ou l’espace extracellulaire de 
manière à favoriser la distribution normale des protéines à l’intérieur des cellules. Ce 
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transport antérograde est médié grâce à l’assemblage de cargos vésiculaires dont 
l’assemblage découle de l’action de la machinerie des COPII (359, 360). Les COPII 
s’organisent au niveau de sites spécifiques de la membrane du ER définies en tant 
que transitional ER (tER). En plus d’entraîner la concentration de protéines de 
sécrétion au tER, les protéines COPII favorisent aussi la déformation des membranes 
du ER et le bourgeonnement subséquent des vésicules/tubules entouré de COPII. Le 
manteau de COPII consiste en la juxtaposition de deux couches distinctes de 
protéines conférant aux vésicules un grand degré de flexibilité afin d’encapsuler de 
larges cargaisons de formes variées (361). L’assemblage de ce manteau COPII au 
niveau de la membrane du ER s’effectue d’abord par le recrutement de la petite 
GTPase Sar1. C’est en fait suivant sa fixation au GTP facilitée par son facteur 
d’échange des nucléotides guanyliques (GEF), Sec12, que Sar1 s’intègre à la 
membrane du ER (362). Ensuite, Sar1 recrute des hétérodimères de Sec23 et Sec24 
afin de former la membrane interne de l’enveloppe des vésicules (363, 364). Alors 
que Sec24 recrute les protéines de cargaison à l’intérieur des complexes 
bourgeonnants, Sec23 assemble les hétérotétramères composés des protéines 
Sec13 et Sec31 de manière à former la couche externe (365-367). Le recrutement de 
Sec13 et de Sec31 permet en fait de faciliter le recourbement de la membrane en vue 
du détachement imminent de la vésicule des membranes du ER (368). L’étape ultime 
de la scission des vésicules COPII est orchestrée par la protéine activatrice de 
GTPase (GAP), Sec23, qui catalyse l’hydrolyse du GTP de Sar1, et ce, en synergie 
avec l’action de Sec31 (363, 367, 369). Ces vésicules peuvent ensuite fusionner avec 
l’ERGIC se trouvant aux abords des sites de bourgeonnement du ER. Cette interface 
comprenant les structures du tER, les vésicules COPII et l’espace menant à l’ERGIC 
forme l’ERES, un site d’échanges rapides de vésicules COPII. La protéine Sec16, un 
facteur accessoire important dans la modulation de la formation des vésicules, joue 
un rôle important dans le maintien de cette structure (341, 370). Sec16, en 
interagissant avec les protéines COPII, possède aussi la capacité de favoriser la 
liaison du GTP à Sar1 par Sec12, et ce, tout en inhibant l’activité GAP de Sec23 
(371, 372). En stabilisant ainsi l’activité catalytique des protéines COPII, Sec16 
permettrait de prévenir la scission prématurée des vésicules du ER (373). Le rôle de 
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TFG dans le trafic des protéines découle en fait de sa caractérisation initiale en tant 
que partenaire de Sec16 dans la modulation du bourgeonnement des vésicules 
COPII du ER (374). Sa présence au niveau de l’ERES, à l’interface entre l’ER et 
l’appareil de Golgi, favorise le transport de protéines par les vésicules COPII; la 
réduction de son expression diminue le niveau de sécrétion du ER. Plus précisément, 
TFG est en mesure de coordonner l’organisation spatiale de la biogenèse de 
vésicules COPII en agissant en tant que réseau polymérique au niveau de l’ERES. 
Ainsi, en concentrant physiquement les vésicules COPII dans l’espace entre l’ER et 
l’ERGIC, TFG forme un nouveau site de contact organellaire important pour le 
couplage efficace du bourgeonnement des vésicules COPII à leur fusion au niveau 
de l’ERGIC (375). Par ailleurs, le flux de membranes médié par TFG est important 
pour le maintien d’une organisation adéquate des organelles à l’intérieur des cellules. 
En effet, la diminution de l’expression de TFG altère la morphologie du ER, et 
désorganise les réseaux tubulaires de l’ERGIC et de l’appareil de Golgi. De plus, 
dans ces cellules, les mitochondries se retrouvent davantage en grappe plutôt que 
dans un motif plus dispersé à travers le cytoplasme (375, 376).  De manière 
intéressante, certaines mutations dans le gène de TFG ont été reliées à différentes 
maladies incluant certaines formes de neuropathies héréditaires motrices et 
sensitives et la paraplégie héréditaire spasmodique. Ces effets semblent en fait être 
relié aux changements structuraux du ER secondaire aux dysfonctions du système 
de sécrétion des protéines (376-379).  
D’un autre côté, notre laboratoire de recherche a démontré que le système de 
transport vésiculaire du ER au Golgi mène à la formation d’une plateforme 
membranaire permettant au positionnement de TRAF3 et MAVS au sein du réseau 
mitochondrial suivant une infection virale, un processus impliquant Sec16 (340). Au 
demeurant, le rôle précis de TFG au niveau de l’organisation d’une réponse antivirale 
innée efficace reste à confirmer. Toutefois, étant donné le rôle caractérisé de TFG 
dans la formation d’une telle plateforme membranaire au niveau de l’ERES, de sa 
colocalisation avec Sec16 et de son identification en tant que partenaire potentiel de 
TRAF3 renforcent les probabilités de son implication dans l’immunité innée. Par 
ailleurs, la caractérisation antérieure de la capacité de TFG à lier de nombreux 
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effecteurs des voies de signalisation de l’immunité innée antivirale incluant TANK, 
NEMO, SHP-1, c-Src, TRIM25, PIN1, PTEN et IFI16 favorise un rôle potentiel de 
TFG dans la réponse antivirale (350, 352, 380-384).  
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CHAPITRE 2 – OBJET DU MÉMOIRE 
2.1 CONTEXTE SOMMAIRE 
L’initiation d’une réponse cellulaire antivirale innée contre les pathogènes représente 
une étape clé dans le maintien de l’homéostasie cellulaire et dans la survie de l’hôte. 
Une compréhension plus détaillée des déterminants moléculaires gouvernant 
l’organisation optimale de cette réponse immunaire antivirale demeure essentielle 
afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques pour le traitement d’infections 
virales et de maladies auto-immunes.  
 Généralement, l’instauration d’une puissante réponse antivirale repose sur la 
détection d’acides nucléiques viraux par des pattern-recognition receptors (PRR), des 
récepteurs philogénétiquement conservés (385, 386). L’identification des 
composantes virales par les PRRs déclenche de multiples voies de signalisation 
culminant en l’activitation de nombreux facteurs de transcription latents, incluant 
l’IRF3, de même que NF-kB (43). Ces facteurs de transcription permettent 
directement l’expression de plusieurs gènes immunomodulateurs, incluant les 
interférons de type I (IFNs-a et IFNs-b) et les ISGs, qui perturbent la réplication et la 
dissémination des virus, et ce, tout en permettant la mobilisation de l’immunité 
adaptative (387). Seul un sous-groupe de PRRs peut mener à la synthèse d’IFNs de 
type I et à la production subséquente d’ISGs en réponse aux acides nucléiques 
viraux. Ces récepteurs incluent entre autres les TLR3, TLR7, TLR8 et TLR9 localisés 
au niveau des endosomes, cGAS, de même que les RLRs, RIG-I et MDA5 (307, 388-
390). Toutefois, malgré que ces TLRs soient impliqués dans la détection d’acides 
nucléiques viraux extracellulaires par certaines cellules clés du système immunitaire, 
la plupart des autres types de cellules, telles que les cellules épithéliales et les 
fibroblastes, compte plutôt sur les RLRs cytosoliques pour détecter la réplication 
d’intermédiaires d’ARN viraux (216, 218, 220).  
 RIG-I et MDA5 sont des protéines similaires appartenant à la famille des 
hécalicases DExD/H box et représentent les plus importants senseurs 
cytoplasmiques d’ARN viraux. Spécifiquement, RIG-I est un récepteur permettant la 
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détection de courts segments d’ARNdb de même que l’ARNsb contenant une coiffe 
5’-PPP provenant de nombreux virus incluant le SeV, le HCV, le VSV et le virus de 
l’influenza (391). D’autre part, alors que MDA5 partage plusieurs de ses ligands avec 
RIG-I, tels que le composé synthétique poly(I:C), MDA5 détecte aussi les longues 
molécules d’ARNsb de différentes familles de virus telles que Picornaviridae, 
Calciviridae, Coronaviridae (217, 392). De par leur liaison aux ARNs viraux, RIG-I et 
MDA5 sont recrutés à la protéine adaptatrice nommée MAVS et s’y lient grâce à une 
interaction homotypique entre leurs domaines CARDs (241). L’interaction entre RIG-I 
et MAVS mène au recrutement de divers effecteurs, créant ainsi, un complexe 
macromoléculaire signalétique culminant ultimement à l’activation d’IRF3 (238, 241, 
255, 256, 393). En fait, cette activation d’IRF3 dépend du recrutement initial d’un 
complexe de protéines composé minimalement de TRAF3, NEMO et TANK, qui 
contrôlent l’activité de TBK1 (242, 269). En effet, certaines études de délétion 
génétique ont permis l’identification de TRAF3 en tant que composante essentielle 
permettant la transautophosphorylation activatrice de TBK1 sur la Ser172 qui, à son 
tour, phosphoryle IRF3 sur la Ser396 et la Ser402 (201, 394). En somme, bien qu’une 
compréhension plus profonde des différents effecteurs impliqués dans la voie de 
signalisation des RLRs ait été atteinte au courant des dernières années, la manière 
par laquelle ces effecteurs sont recrutés l’un à l’autre afin d’initier une signalisation 
rapide et efficace demeure à être caractérisée. Cette meilleure compréhension de la 
manière par laquelle ces réseaux antiviraux sont incorporés dans les structures 
intracellulaires stimulera sans nul doute de nouveaux paradigmes dans le domaine 
de l’immunité innée. 
À cet effet, de nombreuses études supportent maintenant le rôle de synapses 
sous-cellulaires, qui consiste en des sites de contact physique entre les organelles, 
dans l’établissement d’un échafaudage protéique duquel se transmet la signalisation 
immunitaire antivirale. La première preuve démontrant que la signalisation 
dépendante des RLRs cytosoliques puisse se propager à partir de telles structures 
provient d’études concernant MAVS, un adaptateur transmembranaire ayant 
différentes localisations intracellulaires incluant les mitochondries, les peroxysomes 
et les MAMs, une interface entre la mitochondrie et le ER (257, 258, 395). En fait, en 
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fonction de sa localisation sous-cellulaire, il a été proposé que MAVS pouvait soutenir 
différentes voies de signalisation (395). D’autre part, la découverte de nouveaux 
médiateurs qui interagissent avec MAVS, tels que STING, suggère un rôle du ER et 
du système de transport protéique dans l’immunité innée. En effet, il a été démontré 
que STING se transloque du ER vers l’appareil de Golgi de manière à s’associer 
avec TBK1 auprès de points cytoplasmiques précis (278, 301, 335). Conformément à 
ces observations, nous avons précédemment démontré que TRAF3 est contigu à de 
nombreuses composantes se trouvant entre le ER et l’appareil de Golgi (340). 
Néanmoins, la manière par laquelle les cellules permettent le transport d’effecteurs 
tels que TRAF3 vers ces synapses sous-cellulaires antivirales demeure largement 
irrésolue. 
Identifié en tant que partenaire de haute probabilité de TRAF3 par le profilage 
protéomique de ce dernier, TFG présente de nombreuses caractéristiques laissant 
présager son rôle dans les voies de signalisation liées à la réponse antivirale. Ainsi, 
la caractérisation de TFG pourrait permettre de mieux comprendre les déterminants 
cellulaires structurants qui favorisent le recrutement de TRAF3 au niveau de certains 
compartiments sous-cellulaires d’où il forme le macrocomplexe MAVS-TRAF3-TBK1 
afin d’induire une réponse antivirale dépendant d’IRF3.  
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2.2 HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DE RECHERCHE 
La réponse antivirale et la production concomitante d’interférons de type I représente 
des événements signalétiques clés dans la constitution d’un état antiviral puissant. 
Ainsi, l’élucidation des rôles de nouveaux régulateurs de l’immunité innée pourrait 
transformer le paradigme des traitements antiviraux en introduisant des options 
thérapeutiques visant à renforcir la réponse antivirale innée de l’hôte. Toutefois, 
l’activation aberrante de telles voies de signalisation pourrait mener à des 
conséquences délétères, incluant le développement de maladies autoimmunes. Une 
compréhension fine de la régulation des IFNs de type I demeure ainsi primordiale.  
Afin de prévenir une réponse incontrôlée, la transmission des signaux se produit dans 
des compartiments cellulaires distincts différentiant ainsi les sites impliqués dans la 
reconnaissance des PAMPs et ceux permettant la signalisation subséquente. Une 
telle distinction pourrait aussi être entrevu pour les effecteurs en aval qui doivent être 
recruté à leurs adaptateurs afin d’engager une signalisation.  
Comme discuté ci-haut, TFG semble détenir certaines propriétés dont la 
caractérisation pourrait permettre d’élucider comment la réponse antivirale s’organise 
et comment les voies de transport intracellulaire de protéine serait en mesure 
d’orchestrer et de synchroniser la réponse immunitaire innée antivirale. Étant donné 
les rôles antérieurs de TFG et l’obtention de l’interactome de TRAF3, nous posons 
l’hypothèse que TFG interagit avec TRAF3 de manière à faciliter l’activation de la 
voie canonique des RLRs en permettant le rapprochement entre TRAF3, son 
adaptateur MAVS, et son effecteur TBK1 (chapitre 2, figure 1). 
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Figure 1 : Hypothèse de recherche du rôle potentiel de TFG dans la voie des RLRs. 
 
En établissant un contact étroit avec TRAF3, TFG pourrait catalyser le rapprochement activateur entre 
TRAF3 et ses partenaires de signalisation de manière à favoriser la production d’IFNs de type I et 
d’ISGs. Le modèle a été créé en utilisant les gabarits de Servier Medical Art sous une licence non 
restrictive CCBY 3.0 (https://smart.servier.com/). 
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2.2.1 OBJECTIF 1 : CONFIRMATION DE L’INTERACTION ENTRE TFG ET TRAF3, ET 
DÉTERMINATION DE LA LOCALISATION SOUS-CELLULAIRE DE TFG  
2.2.2 OBJECTIF 2 : DÉTERMINATION DU RÔLE DE TFG DANS L’ORGANISATION ET LA 
FORMATION DE COMPLEXES PROTÉIQUES SIGNALÉTIQUES. 
2.2.3 OBJECTIF 3 : CARACTÉRISATION DU RÔLE FONCTIONNEL DE TFG DANS LA 
RÉPONSE ANTIVIRALE INNÉE 
 
57 
CHAPITRE 3 – CARACTÉRISATION DU RÔLE DE TRK-FUSED GENE 
(TFG) DANS L’IMMUNITÉ INNÉE ANTIVIRALE. 
3.1 ARTICLE : TRK-FUSED GENE (TFG), A PROTEIN INVOLVED IN 
PROTEIN SECRETION PATHWAYS, IS ESSENTIAL FOR THE EFFICIENT 
ORGANIZATION OF THE INNATE ANTIVIRAL RESPONSE. 
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• Révision du manuscrit 
 
Marc Servant  
• Supervision du projet 
• Révision du manuscrit 
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ABSTRACT 
Antiviral innate immune response to RNA virus infection is supported by Pattern-
Recognition Receptors (PRR) including RIG-I-Like Receptors (RLR), which lead to 
type I interferons (IFNs) and IFN-stimulated genes (ISG) production. Upon sensing of 
viral RNA, the E3 ubiquitin ligase TNF Receptor-Associated Factor-3 (TRAF3) is 
recruited along with its substrate TANK-Binding Kinase (TBK1), to MAVS-containing 
subcellular compartments, including mitochondria, peroxisomes, and the 
mitochondria-associated endoplasmic reticulum membrane (MAM). However, 
regulation of such events remains largely unresolved. Here, we identify TFG, a 
protein involved in COPII-coated vesicle biogenesis, as a new TRAF3-interacting 
protein allowing the efficient recruitment of TRAF3 to MAVS and TBK1 upon RLR 
activation following Sendai virus infection. Silencing its expression also compromised 
virus-induced phosphorylation of TBK1 on Ser172, activation of IRF3 and production 
of ISGs and IFN-b resulting in a decreased antiviral state.  Our study therefore 
identifies TFG as an essential component of type I IFN antiviral response. 
 
60 
IMPORTANCE 
The type I interferons response represents a key signaling events leading to potent 
antiviral state. As such, deciphering the roles of new regulators of innate immunity 
could transform the antiviral treatment paradigm by introducing novel panviral 
therapeutics designed to reinforce antiviral host responses. However, aberrant 
activation of such pathways can lead to detrimental consequences, including 
autoimmune diseases. Regulation of type I IFN responses is thus of paramount 
importance. To prevent an uncontrolled response, signaling events happen in discrete 
subcellular compartments therefore distinguishing sites involved in recognition of 
pathogen-associated molecular patterns (PAMP) and those permitting downstream 
signaling. Here, we show TFG as a new regulator of type IFN allowing efficient 
organization of downstream effectors of RLR signaling. Through its roles in 
intracellular secretory pathway, TFG thus further substantiates the importance of the 
protein trafficking machinery in the regulation of optimal antiviral responses. Our 
findings have implications for both antiviral immunity and autoimmune diseases.  
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INTRODUCTION 
The cellular antiviral innate immune response against invading pathogens represents 
a critical step in maintaining cell homeostasis and host survival. Thus, understanding 
molecular determinants governing the optimal organization of the antiviral innate 
immune response remains essential to identify novel cellular targets for future 
antiviral or autoimmune therapies. 
Generally, the establishment of such potent antiviral response relies on the 
detection of viral nucleic acid by evolutionarily conserved pattern-recognition 
receptors (PRRs) (1, 2). The recognition of viral components by PRRs triggers 
multiple pathways that culminate in the activation of multiple latent transcription 
factors, including interferons regulatory factor 3 (IRF3), as well as nuclear factor kB 
(NF-kB) (3). These transcription factors directly enable the expression of several 
immunomodulatory genes, including the type I interferons (IFNs-a and IFN-b) and 
IFNs-stimulated genes (ISGs) that disrupt viral replication and dissemination, and 
mobilize adaptive immunity (4). Interestingly, only a subset of PRRs can lead to the 
synthesis of type I IFNs and subsequent expression of ISGs. These receptors include 
the endosome localized Toll-like receptors (TLRs) TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, the 
cytosolic cyclic GMP-AMP synthase (cGAS) as well as retinoic acid-inducible gene-I 
(RIG-I)-like receptors (RLRs), RIG-I, and melanoma differentiation-associated gene 5 
(MDA5) (5-8). Yet, even if these TLRs are involved in the detection of extracellular 
viral nucleic acids of key immune cells, most other cell types, such as epithelial cells 
and fibroblasts, rely mainly on cytosolic RLRs to sense RNA replication intermediates 
(9-11).  
RIG-I and MDA-5 are closely related proteins that belong to the DExD/H Box 
helicase family and represent the most important cytoplasmic sensors for viral RNA 
(6). Specifically, RIG-I is a sensor for 5’-triphosphate-containing short double-
stranded (ds)RNA structures from various single-stranded (ss)RNA viruses including 
Sendai virus (SeV), hepatitis C virus (HCV), vesicular stomatitis virus (VSV) and 
influenza virus (12). On the other hand, whereas MDA5 seems to detect long dsRNA 
molecules from different families of viruses such as Picornaviridae, Calciviridae, 
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Coronaviridae, it shares many ligands with RIGI-I, such as the synthetic 
polyinosinic:polycytidylic acid (poly(I:C)) and members of the Reoviridae, the 
Flaviridae and the Paramyxoviridae (including SeV)  families (13, 14). Upon binding to 
viral RNA, RIG-I and MDA-5 are recruited to the adaptor protein known as 
mitochondrial antiviral signaling (MAVS) through homotypic interactions between their 
caspase recruitment domains (CARDs) (15). RIG-I-MAVS interaction leads to the 
recruitment of different signaling effectors, thus creating a macromolecular 
signalosome complex that eventually culminates in the activation of IRF3 (15-19). In 
fact, this activation of IRF3 relies on the recruitment of an initial complex onto MAVS 
composed minimally of the tumor necrosis factor receptor (TNFR)-associated factors 
(TRAF) family member TRAF3, NEMO and TANK, which control the activity of the 
IKK-related kinase TBK1 (20, 21). Indeed, gene deletion studies have identified 
TRAF3 as an essential component for the activating trans-autophosphorylation of 
TBK1 on Ser172 enabling it to directly phosphorylate IRF3 on Ser396 and Ser402 
(22, 23). In summary, much has been learned about effectors of RLR pathways. 
However, much less is known regarding how such effectors are functionally recruited 
to one another to initiate rapid and efficient signalling following RLR engagement. 
This understanding could help to understand the way antiviral networks are 
incorporated into cellular substructures and stimulate new paradigms in the field of 
innate immunity.  
Recent studies support the role of subcellular synapses, consisting in physical 
contact sites between organelles, in establishing scaffolds for signal transduction in 
antiviral immunity. The first evidence that cytosolic RLR signaling may propagate from 
such interrelated organelles came from studies of MAVS, a transmembrane adaptor 
with diverse subcellular localization including mitochondria, peroxisomes and 
mitochondrial-associated ER membrane (MAM), an interface between mitochondria 
and the ER (24-26). Depending on its subcellular localization, it has been proposed 
that MAVS could sustain different signaling pathways (26). Moreover, the discovery of 
new MAVS-interacting type I IFNs mediators, such as STING suggested a role for the 
ER and the protein transport system in innate immunity. Indeed, STING was shown to 
translocate from the ER to the Golgi apparatus to eventually associate with TBK1 in 
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cytoplasmic punctae (27-29). In line with these observations, we previously showed 
that TRAF3 localizes with components of the ER-to-Golgi compartment upon infection 
(30). Nevertheless, how cells allow downstream effectors, such as TRAF3, to be 
recruited to such functional antiviral subcellular synapses remains largely unresolved.  
We sought to determine the mechanism underlying the recruitment of the ER-
resident TRAF3 to membrane-bound MAVS upon viral infection.  
Here, our group identified a new role for the intracellular secretory pathway 
component, TRK-Fused Gene (TFG), as a TRAF3-interacting protein that positively 
regulates the RLR-dependent type I IFN antiviral response. TFG was first identified as 
a fusion partner of the nerve growth factor (NGF) receptor (NTRK1) that generates 
the papillary thyroid TRK-T3 oncogene (31). While its molecular function is not 
completely characterized, TFG was previously shown to function in intracellular 
protein trafficking (32-34). Our results detail the functional role of TFG in innate 
immunity as an ER-to-Golgi resident protein whose presence on the interface 
between the ER-to-Golgi and the mitochondria allows TRAF3 to interact with MAVS 
and TBK1 upon viral infection.  
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MATERIALS AND METHODS 
Cell culture, Reagents and Antibodies 
Human cervical adenocarcinoma (HeLa), human embryonic kidney (HEK) 293T and 
primary human fetal lung fibroblast (MRC-5) cell lines were obtained from American 
Type Culture Collection (ATCC). All cell lines were maintained according to ATCC’s 
guidelines. HEK293T cells were cultured in high glucose Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM) (Cat# 11995-065; Invitrogen) containing 4 mM L-Glutamine (Cat# 
G7513, Sigma), HeLa cells were maintained in low glucose DMEM (Cat# 11885-084; 
Invitrogen), MRC-5 fibroblasts were cultured in Eagle’s Minimum Essential Medium 
(EMEM) (Cat# 11095-080; Invitrogen) complemented to 0.1 mM non-essential amino 
acid (Cat# 11140-050; Invitrogen) and to 1 mM sodium pyruvate (Cat# 11360-070; 
Invitrogen). All media were supplemented with heat inactivated foetal bovine serum 
FBS-HI until a concentration of 10% was obtained (Cat# 16000-044; Invitrogen).  
 Poly (I:C) (GE HealthCare) was transfected with Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) according to manufacturer’s protocol at final concentrations of 1.0 µg/mL. 
Polybrene and Puromycin were purchased from Sigma. 
Antibodies were obtained from indicated companies: anti-TFG (Cat# IMG-
5901A; Novus Biologicals), anti-FLAG M2 (Cat# F3165; Sigma), polyclonal anti-FLAG 
(F7125; Sigma), anti-Myc 9E10 (Cat# sc-40; Santa Cruz Biotechnology), anti-Myc A-
14 (Cat# sc-789; Santa Cruz Biotechnology), anti-Sec31A (Cat# 612350; BD 
Biosciences), anti-ERGIC53 (Cat# 804-602-C100; Enzo Life Sciences), anti-GM130 
(Cat# 610822; BD Transduction), anti-EEA1 (Cat# 610456; BD Transduction), anti-
Sec16A (Cat# A300-648A; Bethyl Laboratories), anti-MAVS (Cat# ALX-804-847; 
Enzo Life Sciences), anti-TRAF3 G-6 (Cat# sc-6933; Santa Cruz Biotechnology), anti-
TRAF3 H-20 (Cat# sc-948; Santa Cruz Biotechnology) anti-p-TBK1 Ser172 (Cat# 
5483, Cell Signaling), anti-TBK1 (Cat# IMG-270A; Novus Biologicals), anti-p-IRF3 
Ser396 (Cat# 4947; Cell Signaling), anti-IRF3 C-20 (Cat# sc-15991; Santa Cruz 
Biotechnology), anti-ISG15 (Cat# 2743; Cell Signaling), anti-ISG54 (Cat# NBP1-
31164; Novus Biologicals), anti-ISG56 (Cat# NBP1-32329; Novus Biologicals), anti-b-
 
65 
actin (Cat# A2228; Sigma), anti-a-Tubulin (Cat# T6199; Sigma), anti-GFP (Cat# 
G8965-22C; ABCAM), anti-mouse HRP-conjugated secondary  antibodies (Cat# 074-
1806; KPL), anti-rabbit HRP-conjugated antibodies (Cat# 074-1506; KPL), anti-goat 
HRP-conjugated antibodies (Cat# 01-13-06; KPL), alexa 488-conjugated anti-mouse 
antibodies (Cat# A11001; Invitrogen) and alexa 568-conjugated anti-rabbit antibodies 
(Cat# A10042; Invitrogen).  
Plasmids constructs, transfections and infections  
Plasmids encoding FLAG-TFG and Myc-TFG were produced from TFG cDNAs. In 
fact, TFG cDNAs were first amplified from the MGC bank collection and then 
subcloned in pTag2B (FLAG) or pTag3B (Myc) vectors. FLAG-TRAF3 and Myc-
TRAF3, FLAG-TRAF2 and FLAG-TRAF6 were obtained as previously described (30).  
HEK293T cells transfections were carried out using calcium-phosphate 
precipitation method. HeLa cells were transfected using Lipofectamine 2000 
(Invitrogen) according to manufacturer’s protocol.  
Sendai virus (SeV) was obtained from Specific Pathogen-Free Avian Supply 
(Charles River Laboratories). Cells were infected respecting the ratio of 100 HAU/106 
cells. GFP-expressing VSV (VSV-GFP, kindly provided by Dr. Benjamin tenOever, 
Mount Sinai Hospital, New York, NY, USA) was propagated in Vero cells and 
quantified by standard plaque assay as described here (35), and used at 
corresponding multiplicity of infection (MOI).   
Protein extraction, Immunoprecipitation, Gel Electrophoresis and 
Immunoblot analysis 
Proteins from whole cell extracts (WCE) were obtained by resuspending cells in 
conventional Triton X-100 lysis buffer complemented with protease inhibitors (50 mM 
Tris, pH 7.4; 150 mM NaCl; 50 mM NaF; 5 mM EDTA; 10% glycerol; 1 mM Na3VO4; 
40 mM β-glycerophosphate; 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride; 5 μg/ml of 
leupeptin, pepstatin, and aprotinin; 1% Triton X-100) for 30 minutes on ice before 
being centrifuged and harvested. Proteins from WCE were quantified by Bradford 
protein assay (BioRad) according to manufacturer’s protocol.  
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For co-immunoprecipitation assay, 1 mg of WCE were incubated with 1 µg of 
antibody at 4°C overnight on rotating wheel, while 40 µl of protein A- or Q-Sepharose 
beads suspension were blocked with 1% BSA buffer. Lysates were then 
immunoprecipitated with corresponding sepharose beads at 4°C for 3 hours. After five 
washes with protease inhibitors complemented lysis buffer, immune complexes were 
recovered from beads with 50 µl 2X sample buffer before analysis by SDS-PAGE and 
immunoblotting.  
Immunoblots were accomplished according to previously described procedures 
(36). Succinctly, WCE (50 µg) were prepared in 1x sample buffer and separated using 
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) method and 
a SE400 electrophoresis apparatus (GE Health Care). The proteins were transferred 
onto a nitrocellulose membrane (BioTrace NT) using Trans-Blot Electrophoretic 
Transfer Cell (Bio-Rad) according to manufacturers protocol. Nitrocellulose 
membranes were then incubated with 5% milk or 5% bovine serum albumin (BSA; for 
detection of phosphorylated proteins) for 1h to prevent non-specific binding of 
antibodies. The membranes were probed with primary antibodies followed by HRP-
conjugated secondary antibodies raised against the appropriate species diluted in 
blocking buffer at a final concentration recommended by manufacturers. Bands were 
detected with the Western Lightning ECL kit (Perkin-Elmer).  
For Native-PAGE analysis, non-denaturating (without SDS) conditions were 
used. 7.5% native polyacrylamide gels were prerun using only 25 mM Tris and 192 
mM glycine buffer with corrected-pH of 8.4 in the anode chamber, but containing also 
1% deoxycholate in the cathode chamber for 30 minutes at 40 mA. WCE (20 µg) 
were diluted in native sample buffer (62,5 mM Tris-HCl,, pH 6.8, 15% glycerol, and 
bromophenol blue) and ran into native gel for 3 hours at 25 mA using the SE400 
electrophoresis apparatus. Transfer and immunoblotting was accomplished as 
mentioned above.  
Confocal microscopy 
Confocal microscopy immunocytofluorescence experiments were accomplished as 
previously described by us (30). Briefly, cells were fixed with 4% paraformaldehyde 
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(PFA) in PBS for 20 min before being permeabilized through 5-minute treatment with 
0.1% Triton X-100. Cells were then washed with PBS (pH 7.2) and blocked with 0.5% 
BSA in PBS before being probed with primary antibodies and subsequent secondary 
fluorophore-conjugated antiserum (Alexa Fluor 488 and 564). Control experiment 
followed the exact same steps but were not subjected to the primary antibodies. Anti-
FLAG antibody (M2, Sigma) was used at 1:1000, anti-FLAG polyclonal antibody; 
1:400, anti-Myc 9E10; 1:100, anti-Sec31A; 1:100, anti-ERGIC53; 1:100, anti-GM130; 
1:100, anti-EEA1; 1:100, anti-Sec16A; 1:200, and anti-MAVS; 1:100. Secondary 
fluorophore-conjugated antiserum (Alexa Fluor 488 and 564) were used at 1:500 in 
PBS 0.5% BSA. The nucleus was labeled by 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) 
staining. The confocal micrographs represent a single optical section (Z-stack) of cells 
which was sequentially scanned for different fluorophores. Images were acquired 
from a LSM 510 inverted microscope (Zeiss) combined to LSM v3.2 software (Zeiss).  
RNA interference, lentiviral vector production and transduction 
ON-TARGETplus siRNA against TFG mRNA (siTFG) and the non-targeting control 
(siNT) were purchased from Dharmacon. siRNA targeting the open reading frame are 
as follow: siTFG #1 (Cat# J-016366-08-0002), siTFG #2 (Cat# J-016366-07-0002), 
siTFG #3 (Cat# J-016366-06-0002), siTFG #4 (Cat# J-016366-05-0002). Cells were 
transfected with 40 nM siRNA using Lipofectamine 2000 at a final concentration of 4 
µg/mL and maintained in culture for 72 hours before analyzing cell extracts. The RNAi 
Consortium (TRC)/ Mission shRNA lentiviral vectors targeting TFG (#1: 
TRCN0000078658; #2: TRCN0000078660; #3: TRCN0000311703) and non-targeting 
control (shNT: SHC002) shRNA were purchased from Sigma. Lentiviral vector 
production was conducted in 293T cells. Cells (3.5 x106 in 100mm dish) were 
transfected with 6 µg of non-targeting control, specific shRNA along with 1.5 μg 
pMDLg/pRRE, 1.5 μg pRSV-REV, and 3 μg pVSVg. 16 hours post-transfection, 
medium was replaced before being harvested the next day. Medium containing 
lentivirus was then filtered through 0.45 µm filter and stored at -80°C. Lentiviral titers 
were determined by limiting dilution assay using HeLa cells as described (37). MRC-5 
were infected with lentivirus at an MOI of 5 for 24h in the presence of 8 µg/ml 
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polybrene followed by puromycin selection for 3 days (2 µg/ml) before further 
manipulation.  
ELISA 
IFN-β production and secretion in supernatants was determined using the Verikine 
human IFN beta ELISA kit (Cat # 41410, PBL Assay Science) according to 
manufacturer's instructions. 
VSV-GFP Antiviral Assay and Flow Cytometry Analysis 
The antiviral state of cells following TFG knockdown was measured by VSV-GFP 
reporter virus replication as described previously (38). Briefly, cells were infected with 
VSV-GFP and cells were inspected and photographed using an inverted fluorescence 
microscope (Zeiss, Goettingen, Germany) 16h post-infection. Moreover, VSV-GFP 
infected cells were trypsinized and either harvested for immunoblot analysis or fixed 
with 2% paraformaldehyde in PBS. Uninfected and VSV-GFP-infected MRC-5 
fibroblasts treated with lentiviral vectors encoding a nontargeting (NT) shRNA (shNT) 
were used as control. The fluorescence intensity was quantified and percentage of 
GFP-positive cells were determined by flow cytometry using FACS caliber (BD 
Bioscience) combined with the BD FACSDiva software.  
Statistical analysis  
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism version 5.0. Comparison 
of two groups was carried out using a two-tailed t-test, and comparison of more than 
two groups was evaluated with one-way ANOVA and Dunnett’s multiple comparison 
post-test was used. Differences were considered significant at a P-value below 0,05. 
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RESULTS 
TFG interacts specifically with TRAF3 
Our group previously identified probable TRAF3-interacting proteins that could be 
implicated in antiviral innate immunity through a functional proteomics approach 
based on FLAG affinity purification and mass spectrometry analysis (AP-MS), and 
functionally characterized an interaction between TRAF3, Sec16A and USO1 (also 
known as p115), components of the ER-to-Golgi vesicular pathway (30). However, 
besides the well-known TRAF3 interactors TBK1, TFG was identified as the most 
prevalent protein in TRAF3-immunocomplexes (Fig. 1A).  
 Therefore, to confirm the physical interaction between TRAF3 and TFG, we 
performed coimmunoprecipitation experiments. We found that ectopically expressed 
tagged versions of TFG were part of immunocomplexes containing TRAF3 in human 
embryonic kidney (HEK) 293T cells (Fig. 1B, C). To further substantiate the 
subcellular proximity between these proteins in a context in which cell integrity is not 
altered, confocal microscopy experiments were executed. Myc-TFG indeed 
colocalized with FLAG-TRAF3 in HeLa cells (Fig. 1D). 
 The adaptor proteins from the TRAF family are known regulators of multiple 
receptors including TNFR, interleukin-1 receptor (IL1R), and TLRs. They are known 
to bridge intracellular domains of these receptors to downstream effectors in the 
inflammatory and innate immune signaling pathways. TRAFs contain a C-terminal 
TRAF domain, and often share common interacting partners. Indeed, TRAF2, TRAF3 
and TRAF6 were shown to interact with MAVS (19, 21, 39, 40). Consequently, to 
verify the possible binding of TFG with other members of the TRAF family, we 
coimmunoprecipitated ectopically-expressed Myc-TFG along with FLAG-tagged 
TRAF2, TRAF3 or TRAF6 in HEK293T. Only FLAG-TRAF3 was recovered from Myc-
TFG complexes thereby confirming the selectivity of their interaction (Fig. 1C). Thus, 
TFG seems to accumulate in a perinuclear region (Fig. 1D) where it can specifically 
interact with TRAF3.  
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TFG localizes on the ER-to-Golgi compartments and is part of MAVS-
TRAF3-TBK1 molecular complex  
Our group recently observed that TRAF3 mainly colocalizes with markers of the ER-
Exit-Sites (ERES), ER-to-Golgi intermediate compartment (ERGIC) and the cis-Golgi 
apparatus (30). To further define the subcellular organization of TFG, we performed 
another set of confocal microscopy experiments between TFG and different markers 
of perinuclear compartments at the endogenous level (Fig. 2). TFG was recently 
shown to localize on the ER-to-Golgi compartments where it interacts with Sec16A to 
control the export of cargoes from the endoplasmic reticulum (32-34). We were able 
to further substantiate these observations by co-labeling HeLa cells with polyclonal 
anti-TFG antibodies and monoclonal antibodies directed against endogenous markers 
for sites of COPII vesicle formation on the ERES, namely Sec16A and Sec31A, but 
also with ERGIC-53, which accumulates on ERGIC (Fig. 2A and B) (41-43). 
Additionally, a fraction of native TFG is also found to overlap with the cis-Golgi marker 
GM130 and the early endosome marker EEA1 (Fig. 2A) (44, 45). Interestingly, the 
colocalization between FLAG-tagged TFG and endogenous Sec16A seems to be 
maintained upon SeV infection (Fig. 2B). Of note, subcellular colocalization of 
endogenous Sec16A and TFG following SeV infection appears more dispersed than 
in uninfected conditions. This observation is in agreement with previous results 
showing an increased COPII vesicle budding and a more diffuse cytosolic localization 
of Sec16A following Poliovirus infection (46). 
As aforementioned, TRAF3 is an essential player of the type I IFN arm of the 
RLR-dependant antiviral response. Upon viral infection, together with TBK1, TRAF3 
transits from the perinuclear region onto MAVS-containing supramolecular complexes 
and promotes signaling events leading to TBK1 activation (25, 30, 47, 48). Therefore, 
we next determined the effect of viral infection on the interaction between TFG and 
TRAF3. To do so, we first evaluated endogenous TFG localization in HeLa cells 
expressing FLAG-TRAF3 with or without SeV infection. As expected, FLAG-TRAF3 
colocalized with endogenous TFG, an interaction that was maintained after viral 
infection (Fig. 3A). Exogenous overexpression of tagged-proteins can overwhelm the 
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trafficking machinery, potentially affecting subcellular dispersion of proteins and 
leading to their mislocalization (49). We therefore also performed co-
immunoprecipitation of the endogenous proteins to further characterize the dynamics 
of interaction between TFG and TRAF3 upon viral infection. Interestingly, upon SeV 
infection, TRAF3 recruitment to TFG-containing immunocomplexes was further 
increased compared to that in uninfected cells (Fig. 3B). Additionally, the TRAF3 
substrate TBK1 was also recruited to TFG upon viral infection (Fig. 3B). Consistent 
with previous studies (50, 51), we found that infection of HEK 293T cells with SeV 
enhanced the interaction between TRAF3 with both its upstream regulator MAVS and 
downstream effector TBK1 (Fig. 3C). Interestingly, the kinetics of the interaction 
between TRAF3 and TBK1 admits the presence of a preformed TRAF3-TBK1-TFG 
(Fig. 3B) complex that is recruited to MAVS afterwards (Fig. 3C). This is consistent 
with the previous findings that MAVS recruits preformed TBK1-TRAFs complexes 
(52). 
 We next sought to determine if TFG could be part of TRAF3-containing 
signaling platform near MAVS. To do so, we performed confocal microscopy 
experiments between endogenous TFG and MAVS to assess their possible proximity 
within the cell. Interestingly, a pool of TFG appeared to be near MAVS, probably on 
an interface between the ER and mitochondria, in uninfected cells (Fig. 3D). Of note, 
upon stimulation with poly(I:C), a potent ligand for RLR, MAVS polymerized into 
dense punctae compared to mock infected cells (Fig. 3D) (53). Interestingly, a 
subpopulation of TFG also appeared to be loaded on a subset of these punctae, 
thereby suggesting that TFG could be part of MAVS signalosome complex interacting 
with not only TRAF3 and TBK1 but also MAVS. In summary, our data suggest that 
TFG localizes with COPII vesicles markers, which transit from the ERES to the 
ERGIC en route to cis-Golgi compartments. In summary, our data suggest that TFG 
localizes with COPII vesicles markers, which transit from the ERES to the ERGIC en 
route to cis-Golgi compartments (54), but also with the mitochondria where it could 
regulate antiviral signalling events owing to its ability to interact with TBK1 and 
TRAF3. 
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TFG is essential for the formation of the MAVS-TRAF3-TBK1 complex and 
activation of IRF3 upon RLR activation.  
We next tested whether TFG could be involved in the organization of MAVS 
signalosome networks upon viral infection. To this end, we examined the ability of 
TRAF3 to interact with both MAVS and TBK1 upon viral infection in HEK293T cells in 
which endogenous TFG was knocked down with a TFG-specific short interfering RNA 
(siRNA, siTFG). Cells transfected and expressing a non-targeting control siRNA 
(siNT) served as control. Depletion of endogenous TFG by two unrelated siRNAs 
reduced the extent of recruitment of TRAF3 to MAVS and TBK1 triggered by SeV 
infection (Fig. 4, A and B). Moreover, consistent with previous reports showing the 
recruitment of TRAF3 to MAVS as an important process leading to downstream 
signaling, the silencing of TFG also blunted the activating autotransphosphorylation of 
TBK1 on Ser172 (p-TBK1 S172) normally observed upon viral infection (Fig. 4B).   
As mentioned previously, IRF3 is a critical mediator of type I interferons 
response following viral infection. In order to evaluate more precisely the role of TFG 
in downstream signaling of TRAF3, we followed post-translational modifications of 
TBK1 and IRF3 as biomarkers of their activity. TFG knockdown led to a diminution of 
SeV-induced phosphorylation of TBK1 and homodimerization of IRF3 compared to 
siNT treated HeLa cells (Fig. 4C). To further confirm the involvement of TFG in 
regulating TBK1 and IRF3 activation in a primary cell type, we used non-transformed 
MRC5 primary fibroblasts in which endogenous TFG was selectively knocked down 
using a short hairpin RNA (shRNA) approach (shTFG). Importantly, altering the 
expression of TFG by different unrelated shRNA constructs lead to a decrease in the 
SeV-induced phosphorylation of both TBK1 (S172) and its substrate IRF3 (S396) 
(Fig. 4D). Interestingly, concordantly with the lower knockdown efficiency of shTFG 
#2, its effect on the phosphorylation of IRF3 was inferior compared to shTFG #1 and 
#3. Together, these results suggest that TFG sustains RLR-signaling pathways by 
enabling an efficient organization of important mediators that ultimately leads to IRF3 
activation.  
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TFG expression is required for an effective production of ISGs and IFN-b 
secretion.  
IRF3 plays a significant role in host survival following viral infection (55, 56). Indeed, 
besides its essential role in the induction of IFN-b, IRF3 contributes to the expression 
of different antiviral proteins, including ISG15, ISG54, ISG56 by binding to interferons-
sensitive response elements (ISRE) present within the promotor region of these 
genes (57-59). 
Since TFG affects IRF3 activation, we further substantiated the function of 
TFG by measuring the expression of these IRF3-regulated antiviral ISGs in virally 
infected cells via western blot analysis. Infection of HeLa cells with SeV led to the 
generation of detectable amounts of ISG15, ISG54 and ISG56 proteins (Fig 5, A and 
B). Notably, virally induced ISG15, ISG54 and ISG56 expression was severely 
compromised when knocking down TFG by siRNA compared to that in infected cells 
transfected with siNT (Fig. 5A). To corroborate this finding, IFN-b production was 
evaluated by ELISA in cells lacking TFG. Upon virus infection, siRNA-mediated 
silencing of TFG in HeLa cells markedly decreased production and secretion of IFN-b 
(Fig. 5B). Consistently, induction of IRF3-regulated genes ISG54, ISG56 in response 
to SeV infection was decreased following the knockdown of TFG by three different 
shRNA construct in primary MRC5 fibroblasts (Fig. 4D). Importantly, this reduction 
correlated with the knockdown efficiency of shTFG constructs. Thus, TFG expression 
in cells is important for the production of antiviral proteins following viral infection.  
Knockdown of TFG favors VSV replication and dissemination. 
The prior data suggest that TFG plays a crucial role in type I IFN response mediated 
by RLR. To directly determine the role of TFG in type I IFN-mediated antiviral immune 
response, we tested the importance of TFG expression on the replication of VSV, 
which is sensed by RIG-I (14). In fact, by using a functional antiviral assay involving a 
modified version of VSV expressing a GFP-tagged protein (VSV-GFP), it is possible 
to monitor the extent of viral replication and infection. HeLa cells in which TFG was 
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silenced using four different siRNA exhibited substantially enhanced VSV-GFP 
infection rates compared to those of cells expressing siNT, as shown in fluorescence 
microscopy (Fig. 6A). Using one of the silencing RNA duplexes, the observed 
decrease in the antiviral response in fluorescence microscopy or semi-quantitative 
western blot analysis was reproduced using different multiplicity of infection (MOI) 
(Fig. 6B). Similarly, primary MRC5 fibroblasts expressing different TFG-targeting 
shRNAs were more sensitive to VSV challenge (Fig. 6C). In summary, these loss-of-
function experiments suggest that TFG organizes an adequate antiviral response 
through its interaction with different players of the antiviral response. 
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DISCUSSION 
The RIG-I-MAVS-TRAF3 axis is recognized as a fundamental signaling pathway 
leading to rapid and potent antiviral host response to viral infection. An emerging 
paradigm proposes that RLRs are dependent on the cellular trafficking machinery to 
link virus sensing sites to signal transducing hub within the cell (60, 61). Illustrating 
this concept is the RLR-archetype protein, RIG-I that has to translocate from cytosolic 
compartment to MAVS-containing complexes to efficiently signal. This process is 
initiated by K63-linked ubiquitination of RIG-I by the E3 ubiquitin ligases Riplet and 
TRIM25 (62, 63). Next, ubiquitinated RIG-I redistributes to membrane compartments 
mediated by the cytosolic chaperone 14-3-3e. Thus, it has been proposed that RIG-I, 
TRIM25 and 14-3-3e form a translocation complex allowing the recruitment of RIG-I to 
MAVS (62). Whereas this regulated transport of RLRs to their cognate sorting 
adaptors represents a new critical checkpoint for innate immune signal transduction, 
much less is known concerning events leading to the recruitment and the organization 
of downstream effectors. Here, we present the role of TFG as an essential 
component of MAVS-TRAF3 signaling complex whose subcellular localization allows 
efficient recruitment of TRAF3 to its upstream adaptor MAVS, permitting the 
activation IRF3 and subsequent expression of type I IFNs and ISGs. Whereas 
conflicting reports failed to present compelling results regarding TFG’s role in innate 
immunity (64, 65), our study proposes a positive molecular role of TFG in organizing 
antiviral responses upon RLR activation.  
Using both the transformed HeLa cell line and the primary lung fibroblasts 
MRC5 cell line in which TFG was depleted by siRNA and shRNA approaches, 
respectively, we confirmed the importance of TFG expression in the ability of cells to 
prevent VSV replication and dissemination. Since VSV is a well-established IFN-
sensitive virus (66, 67), this suggests a role for TFG in IFN response. Confirming this 
notion, ELISA experiments showed the critical role of TFG in IFN-b 
expression/secretion. Likewise, in both TFG-depleted HeLa and MRC5 cells, subsets 
of IRF3-regulated ISGs production following SeV infection was decreased compared 
to their cognate TFG-expressing controls. As such, these experiments using the RIG-
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I-sensed VSV and SeV reveal a potential role of TFG in RLR signaling pathways. 
However, the precise level at which TFG plays its role was still unknown. Previous 
study identified TRIM25 as a TFG-interacting partner suggesting a role of TFG in 
RIG-I mediated signalling (64). Interestingly, whereas the K63-linked ubiquitin ligase 
activity of TRIM25 is important for RIG-I activation and subsequent interaction with 
MAVS, TRIM25 can also promote K48-linked ubiquitination and degradation of target 
proteins, including MAVS (68-70). Importantly, studies have shown that during RNA 
virus infection, expression of MAVS diminishes over time (26, 68). Paradoxically, this 
loss of MAVS expression appears to positively regulate antiviral signaling, as this loss 
immediately precedes phosphorylation of IRF3. Nevertheless, even though TFG 
interacts with TRIM25, it appears to play downstream from MAVS activation. Indeed, 
MAVS degradation upon SeV infection was unchanged upon TFG silencing in HeLa 
cells (Fig. 4A). On the other hand, TFG-depletion directly affected the 
autotransphophorylation of TBK1 on S172 and subsequent IRF3 activation, thereby 
proposing a role for TFG in RLR pathway downstream MAVS signaling (Fig. 4, B, C 
and D). Moreover, knockdown of TFG in HeLa cells affected TBK1 phosphorylation, 
but not MAVS expression in conditions where MAVS degradation was avoided by 
pretreatment of cells with the proteasome inhibitor MG132 (data not shown). 
Altogether, these observations results suggest that TFG acts downstream of MAVS 
activation and degradation. 
RIG-I-MAVS interaction leads to the recruitment of members of the TRAF 
adapter family, including TRAF3, to favour IRF3-driven antiviral response (20). In 
addition to TRAF3, several proteins, such as NEMO, TANK and TBK1, have been 
reported to be critical regulators of MAVS-dependent IRF3 phosphorylation and type I 
IFN production (22, 50, 71, 72). TBK1 has robust autophosphorylation capabilities 
and functions in multiple signaling pathways, including type I IFN antiviral response 
and autophagy (73-75). Growing evidence also revealed the aberrant TBK1 activity in 
a variety of autoimmune diseases and cancers (76, 77). As such, numerous 
regulatory mechanisms exist to prevent TBK1 activation in absence of pathway 
stimulation (75). The main molecular event that controls TBK1 activity is the 
phosphorylation of the catalytic serine residue in the activation T-loop at position 172 
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(Ser172) (78, 79). Existing in dimeric assembly in a configuration limiting its 
autophosphorylation, TBK1 requires K63-linked polyubiquitination modification to 
become active (80-82). In RLR signaling, several E3 ligases were shown to be 
involved in such ubiquitination, including TRAF3 (47). Hence, upon viral infection, 
TBK1 gets recruited to TRAF3-containing signaling complexes, undergoes K63-linked 
polyubiquitin posttranslational modifications allowing interdimer interactions that lead 
to transautophosphorylation of TBK1 on Ser172. Moreover, another regulatory 
mechanism controlling activation of TBK1 is the presence of scaffold proteins allowing 
the recruitment of TBK1 to TRAF3 (71, 80). In IFN-b production, TRAF3-interacting 
scaffold protein TANK was shown to be essential in linking TBK1 to the MAVS 
complex (50). Similarly, NEMO binds ubiquitinated TBK1 to contribute to the 
formation of a functional signalosome (72). Although, TANK and NEMO are thought 
to be responsible for bringing TBK1 and TRAF3 together onto MAVS complex, how 
such movements of proteins are regulated remains unsolved. Here, we identified TFG 
as being part of a molecular complex comprised of at least TRAF3 and TBK1 (Fig. 
3B). TFG expression is required for TBK1 recruitment to TRAF3 upon viral infection 
(Fig. 4). Of note, TFG was previously shown to physically interact with both TANK 
and NEMO, further implying a role of TFG in TBK1-mediated IRF3 activation (83). In 
addition to TRAF3, MAVS also recruits TRAF2 and TRAF6 ubiquitin ligases to 
support NF-kB-dependent inflammatory response (20). Supporting the specific 
involvement of TFG in IRF3 signaling is the fact that TFG lacks the ability to bind to 
overexpressed TRAF2 or TRAF6 (Fig. 1C). Nevertheless, since both TANK and 
NEMO are adaptor proteins promoting crosstalk between NF-kB and IRF signaling 
pathways (84-86) and given their interaction with TFG, a role of TFG in the activation 
of NF-kB cannot be excluded.  
As previously stated, MAVS is a transmembrane protein localizing to different 
subcellular compartment including mitochondria and peroxisomes, as well as to the 
MAM (26, 61). Whereas MAVS localization to each of these signaling hubs is 
important, MAM was proposed to provide a dynamic framework allowing crosstalk 
between organelles leading to efficient organization of antiviral immune responses. 
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Intriguingly, TFG is an ER-to-Golgi resident protein (Fig. 2), and a TFG subpopulation 
also seems to be present on an interface between the ER and MAVS-containing 
organelles (Fig. 3D). MAM importance in RIG-I-dependent downstream signaling is 
supported by the fact that HCV proteases NS3/4A target MAM-bound MAVS, thereby 
blunting antiviral responses (25). Moreover, whereas RIG-I translocates from the 
cytosol to the membrane-rich compartment MAM, for MAVS binding, the ER-resident 
protein TRAF3 also traffics to MAM after viral infection (25). As abovementioned, 
studies reported a role of TFG in the secretory pathway, which controls the correct 
distribution of proteins within cells (33, 34). Indeed, TFG is involved in ER-derived 
COPII-coated vesicles biogenesis and controls their transit between the ER and 
ERGIC, a key sorting hub for secretory cargoes (33, 34). In fact, polymerization of 
TFG facilitates the assembly of the essential ERES protein Sec16A with other COPII 
subunits enabling an efficient export of proteins from the ER to other organelles (33, 
34). Consistently, cells lacking TFG were unable to efficiently recruit TRAF3 to MAVS 
in order for them to interact upon RNA virus infection (Fig. 4A). In line with this 
observation, we previously identified Sec16A as an important protein enabling the 
recruitment of TRAF3 to MAVS upon viral infection (30). Importance of the secretory 
pathway is further underlined by the fact that certain viruses target COPII vesicle 
trafficking to impede innate immunity and favour viral replication. In fact, non-
structural protein p22 homologs of different Noroviruses were shown to inhibit COPII 
vesicle trafficking, leading to Golgi dismantling and defect of Golgi-dependent cellular 
protein secretion (87, 88). Moreover, E. coli, picornaviruses and rotaviruses were also 
reported to disrupt the early secretory pathway, suggesting important roles for this 
system in global anti-microbial immunity (89).  
Additionally, the membrane flux mediated by TFG is important for maintaining 
proper organelles organization. Notably, TFG depletion alters ER morphology and 
Golgi assembly, disorganizes ERGIC and Golgi networks (33, 90). Of note, the TFG-
interacting Sec16B protein was shown to be important in the formation of peroxisome, 
further substantiating links between TFG, secretory pathway and the formation of 
signaling synapses where MAVS can orchestrate effective antiviral signaling events 
(33, 91). TFG-depleted cells also exhibit clustering of mitochondria instead of a more 
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dispersed pattern (90).  Since MAM and peroxisomes are ER-regulated 
compartments (92-94), and that TFG seems to have an important role in assembling 
membrane-rich matrix allowing the movement and creation of such subcellular 
compartments, TFG could provide a docking platform where mitochondria, 
peroxisomes, MAM and ER tightly associates to create a signaling hub for antiviral 
responses. Taking into account these various effects of TFG on the secretory 
pathway and on maintaining proper subcellular configurations, the results obtained 
through the knockdown of TFG could reflect its effect on the underlying structures 
rather than in the direct organization of signaling complexes. We thus propose a 
model where TFG function as a structural protein allowing the formation of 
membrane-rich compartments between organelles necessary for the proper 
organization of signaling complexes culminating in robust type I IFN antiviral 
responses (Fig. 7).  
This study proposes an important role for the ER-to-Golgi vesicular transport 
system protein TFG in allowing proper positioning of TRAF3 with MAVS leading to 
TBK1/IRF3-regulated antiviral signaling events. Structure-function assessment of 
TFG’s role in innate immunity will help to understand the precise involvement of TFG 
in such movement of proteins within cells. More globally, future characterization of 
TFG’s implication in other PRRs-regulated pathway will undoubtedly help to 
appreciate the importance of the secretory pathway in innate immunity, and 
autoimmune diseases.   
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FIGURE LEGENDS: 
Figure 1: TFG interacts and colocalizes specifically with TRAF3 
(A) HEK293 cells were stably transfected with pcDNA3-FLAG-TRAF3 or pcDNA3-
FLAG alone. After G418 selection, cells were lysed and subjected to AP/MS as 
described here (30). Data for TFG, which was undetected in control experiments, 
represent previously unpublished information from two biological replicates.  MS; 
mascot score, TP; average total number of peptides (spectral counts) identified, UP; 
number of unique peptides observed. 
(B) HEK293T cells were transiently transfected with empty vector (-) or with vectors 
encoding FLAG-tagged TFG (FLAG-TFG) together with Myc-tagged TRAF3 (Myc-
TRAF3). FLAG-tagged and Myc-tagged proteins were immunoprecipitated (IP) as 
indicated for analysis and whole cells extracts (WCE) were also analysed with anti-
FLAG (M2) or anti-Myc (A-14) antibodies. Data represents representative results from 
at least 3 independent experiments. 
(C) HEK293T cells were transfected with empty vector (-) or with vectors encoding 
Myc-tagged TFG (Myc-TFG) together with FLAG-tagged TRAF2, TRAF3 or TRAF6. 
Myc-TFG was immunoprecipitated and subjected to immunoblot analysis using anti-
Myc (A-14) and anti-FLAG (M2) antibodies. Data represents representative results 
from at least three independent experiments. 
(D) HeLa cells were transfected with both Myc-TFG and FLAG-TRAF3. Cells were 
stained with anti-Myc (9E10) and polyclonal anti-FLAG antibodies. Nuclei were 
labeled with DAPI. Cells were then visualized by confocal microscopy. Images are 
representative of three independent experiments in which cells were examined and 
displayed similar staining.   
Figure 2: TFG accumulates within ER-to-Golgi compartments 
(A) HeLa cells were immunostained for endogenous TFG along with different markers 
of the ER-to-Golgi associated compartments including Sec31A, ERGIC53, GM130 
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and EEA1.  Nuclei were labeled with DAPI. Cells were then visualized by confocal 
microscopy. Scaling bars represent identified length. 
(B) HeLa cells were transfected with FLAG-TFG encoding plasmids and subsequently 
infected with SeV for 8h before being fixed, permeabilized, and immunostained with 
anti-FLAG (M2) or anti-Sec16A antibodies. Nuclei were labeled with DAPI. Cells were 
then visualized by confocal microscopy. Scaling bars represent identified length. All 
images for all panels were representative of at least two independent experiments in 
which cells were examined and displayed similar staining.   
Figure 3: TFG is part of MAVS-TRAF3-TBK1 molecular complex upon 
activation of intracellular RNA sensors 
(A) HeLa cells were transfected with FLAG-TRAF3 encoding plasmids before being 
infected by SeV for 8h before being fixed, permeabilized and immunostained with 
anti-FLAG (M2) or anti-TFG antibodies. Nuclei were labeled with DAPI. Cells were 
then visualized by confocal microscopy. Scaling bars represent identified length. All 
images for all panels were representative of at least two independent experiments in 
which cells were examined and displayed similar staining.   
(B) WCE were prepared from HeLa cells subjected to SeV infection for indicated 
times and were then immuprecipitated using antibodies directed against endogenous 
TFG or isotype control antibodies (IgG) before being immunoblotted for the presence 
of endogenous TRAF3 and TBK1. WCE were also immublotted. Immunoblots shown 
are from a single experiment and are representative of at least three independent 
experiments.  
(C) WCE were prepared from HeLa cells subjected to SeV infection for indicated 
times and were then immuprecipitated using antibodies directed against endogenous 
TRAF3 (anti-TRAF3 H-20) or isotype control antibodies (IgG) before being 
immunoblotted for the presence of endogenous MAVS and TBK1. WCE were also 
immunoblotted. Immunoblots shown are from a single experiment and are 
representative of three independent experiments. 
(D) HeLa cells were either infected by SeV for 4h or tranfected with Poly(I:C) for 4h 
before being fixed, permeabilized and immunostained with anti-MAVS or anti-TFG 
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antibodies. Nuclei were labeled with DAPI. Cells were then visualized by confocal 
microscopy. Scaling bars represent identified length. White arrows represent sites of 
close proximity between MAVS and TFG. All images for all panels were 
representative of two independent experiments in which cells were examined and 
displayed similar staining.   
Figure 4: TFG is required for the formation of MAVS-TRAF3-TBK1 
complex and for downstream signaling upon cytosolic RNA sensor 
activation. 
(A-B) Co-immunoprecipitation experiments were carried out from HEK293T WCE 
previously treated with indicated siRNA followed by SeV infection. Same WCE were 
also used in immunoblot analysis with indicated antibodies. Immunoblots shown are 
from a single experiment and are representative of two independent experiments.    
(C) WCE from HeLa cells treated with indicated siRNA were used in immunoblot 
analysis with indicated antibodies. a-tubulin was used as a loading control. Same 
WCE were used in native-page under non-denaturing conditions to evaluate IRF3 
dimerization. Immunoblots shown are from a single experiment and are 
representative of three independent experiments.    
(D) MRC-5 fibroblasts were infected with different lentiviral vectors encoding different 
TFG-targeting shRNA (shTFG #1, 2 or 3) or a nontargeting (NT) control shRNA 
(shNT) and then subjected to puromycin selection as described in Materials and 
Methods. Cells were then left uninfected or infected with SeV for the times indicated. 
WCE were harvested and used in immunoblot analysis with indicated antibodies. b-
actin was used as a loading control.  Immunoblots shown are from a single 
experiment and are representative of two independent experiments 
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Figure 5: TFG is required for optimal production of ISGs and type I IFN 
secretion upon viral infection 
(A) WCE from HeLa cells treated with indicated siRNA were used in immunoblot 
analysis with indicated antibodies. These results are representative of at least three 
independent experiments with similar results.  
(B) HeLa cells previously treated with non-targeting siRNA (-) or siRNA targeting TFG 
(siTFG #1) were left uninfected or infected with SeV for 16h. Supernatants were 
collected postinfection and analyzed for IFN-b by ELISA. Mean values and SEM of 
triplicates are shown (*** P-value < 0,001).  
Figure 6: Knockdown of TFG increases viral replication and 
dissemination 
(A) HeLa cells were treated with siNT or with four different siTFG constructs. Cells 
were then infected with VSV-GFP for 16h at a MOI of 0,1 and monolayers were 
analysed with an inverted fluorecence microscope. Observation from one experiment 
out of three experiments is shown.  
(B) HeLa cells were treated with siNT or with siTFG #1 before being infected with 
VSV-GFP for 16h at indicated MOI. Monolayers were analyzed by fluorescence 
microscopy before WCE were prepared. WCE were then immunoblotted with 
indicated antibodies either GFP, TFG or b-actin.  
(C) MRC-5 fibroblasts were infected with different lentiviral vectors encoding different 
TFG-targeting shRNA (shTFG #1, 2 or 3) or a nontargeting (NT) control shRNA 
(shNT) and then subjected to puromycin selection. Cells were then infected with VSV-
GFP for 16h at a MOI of 0,01. and monolayers were analysed with an inverted 
microscope. Then, the extent of VSV-GFP infection was further analysed by 
quantifying GFP-positive cells by flow cytometry. Data were pooled from three 
independent experiments and are expressed relatively to their cognate shNT control 
from each experiment to account day-to-day variation. Mean values and SEM of 
pooled data are shown (*** P-value < 0,001). Raw data from a representative 
experiment are shown in the accompanying table. The number of events (# events) 
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represents the number of cells quantified in the selected population (sample) from 
which GFP-positive cells (GFP+) have been identified. The percentage of GFP-
positive cells within the selected population is also shown. 
Figure 7: Proposed unified model representing the implication of TFG in 
the organization of RLR-dependent antiviral innate immunity 
The ER-to-Golgi vesicular transport system serves as an organizing membrane-rich 
platform allowing organization of RLR-dependent antiviral innate immunity. TFG is 
involved in vesicle COPII-coated vesicles biogenesis (pink circles) from the ERES to 
the ERGIC, a key sorting hub for secretory cargoes. TFG thereby enables efficient 
export of proteins from the ER to other organelles. As it was shown recently to self-
associate to generate larger polymers (depicted here as an orange-like matrix), TFG 
also allows the proper positioning of essential effectors (TRAF3, NEMO, TANK, 
TBK1) with MAVS onto an interface between mitochondria and ER-related 
membranes where they can functionally interact upon viral infection. SER: smooth 
endoplasmic reticulum, RER: rough endoplasmic reticulum. Model was created using 
Servier Medical Art templates (www.servier.com) licensed under a CC BY 3.0 license. 
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Figure 1: TFG interacts and colocalizes specifically with TRAF3 
(A) HEK293 cells were stably transfected with pcDNA3-FLAG-TRAF3 or pcDNA3-FLAG alone. After 
G418 selection, cells were lysed and subjected to AP/MS as described here (30). Data for TFG, which 
was undetected in control experiments, represent previously unpublished information from two 
biological replicates.  MS; mascot score, TP; average total number of peptides (spectral counts) 
identified, UP; number of unique peptides observed. 
(B) HEK293T cells were transiently transfected with empty vector (-) or with vectors encoding FLAG-
tagged TFG (FLAG-TFG) together with Myc-tagged TRAF3 (Myc-TRAF3). FLAG-tagged and Myc-
tagged proteins were immunoprecipitated (IP) as indicated for analysis and whole cells extracts (WCE) 
were also analysed with anti-FLAG (M2) or anti-Myc (A-14) antibodies. Data represents representative 
results from at least 3 independent experiments. 
(C) HEK293T cells were transfected with empty vector (-) or with vectors encoding Myc-tagged TFG 
(Myc-TFG) together with FLAG-tagged TRAF2, TRAF3 or TRAF6. Myc-TFG was immunoprecipitated 
and subjected to immunoblot analysis using anti-Myc (A-14) and anti-FLAG (M2) antibodies. Data 
represents representative results from at least three independent experiments. 
(D) HeLa cells were transfected with both Myc-TFG and FLAG-TRAF3. Cells were stained with anti-
Myc (9E10) and polyclonal anti-FLAG antibodies. Nuclei were labeled with DAPI. Cells were then 
visualized by confocal microscopy. Images are representative of three independent experiments in 
which cells were examined and displayed similar staining.   
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Figure 2: TFG accumulates within ER-to-Golgi compartments 
(A) HeLa cells were immunostained for endogenous TFG along with different markers of the ER-to-
Golgi associated compartments including Sec31A, ERGIC53, GM130 and EEA1.  Nuclei were labeled 
with DAPI. Cells were then visualized by confocal microscopy. Scaling bars represent identified length. 
(B) HeLa cells were transfected with FLAG-TFG encoding plasmids and subsequently infected with 
SeV for 8h before being fixed, permeabilized, and immunostained with anti-FLAG (M2) or anti-Sec16A 
antibodies. Nuclei were labeled with DAPI. Cells were then visualized by confocal microscopy. Scaling 
bars represent identified length. All images for all panels were representative of at least two 
independent experiments in which cells were examined and displayed similar staining.   
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Figure 3: TFG is part of MAVS-TRAF3-TBK1 molecular complex upon activation of intracellular 
RNA sensors 
(A) HeLa cells were transfected with FLAG-TRAF3 encoding plasmids before being infected by SeV for 
8h before being fixed, permeabilized and immunostained with anti-FLAG (M2) or anti-TFG antibodies. 
Nuclei were labeled with DAPI. Cells were then visualized by confocal microscopy. Scaling bars 
represent identified length. All images for all panels were representative of at least two independent 
experiments in which cells were examined and displayed similar staining.   
(B) WCE were prepared from HeLa cells subjected to SeV infection for indicated times and were then 
immuprecipitated using antibodies directed against endogenous TFG or isotype control antibodies 
(IgG) before being immunoblotted for the presence of endogenous TRAF3 and TBK1. WCE were also 
immublotted. Immunoblots shown are from a single experiment and are representative of at least three 
independent experiments.  
(C) WCE were prepared from HeLa cells subjected to SeV infection for indicated times and were then 
immuprecipitated using antibodies directed against endogenous TRAF3 (anti-TRAF3 H-20) or isotype 
control antibodies (IgG) before being immunoblotted for the presence of endogenous MAVS and TBK1. 
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WCE were also immunoblotted. Immunoblots shown are from a single experiment and are 
representative of three independent experiments. 
(D) HeLa cells were either infected by SeV for 4h or tranfected with Poly(I:C) for 4h before being fixed, 
permeabilized and immunostained with anti-MAVS or anti-TFG antibodies. Nuclei were labeled with 
DAPI. Cells were then visualized by confocal microscopy. Scaling bars represent identified length. 
White arrows represent sites of close proximity between MAVS and TFG. All images for all panels 
were representative of two independent experiments in which cells were examined and displayed 
similar staining.   
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Figure 4: TFG is required for the formation of MAVS-TRAF3-TBK1 complex and for downstream 
signaling upon cytosolic RNA sensor activation. 
(A-B) Co-immunoprecipitation experiments were carried out from HEK293T WCE previously treated 
with indicated siRNA followed by SeV infection. Same WCE were also used in immunoblot analysis 
with indicated antibodies. Immunoblots shown are from a single experiment and are representative of 
two independent experiments.    
(C) WCE from HeLa cells treated with indicated siRNA were used in immunoblot analysis with 
indicated antibodies. a-tubulin was used as a loading control. Same WCE were used in native-page 
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under non-denaturing conditions to evaluate IRF3 dimerization. Immunoblots shown are from a single 
experiment and are representative of three independent experiments.    
(D) MRC-5 fibroblasts were infected with different lentiviral vectors encoding different TFG-targeting 
shRNA (shTFG #1, 2 or 3) or a nontargeting (NT) control shRNA (shNT) and then subjected to 
puromycin selection as described in Materials and Methods. Cells were then left uninfected or infected 
with SeV for the times indicated. WCE were harvested and used in immunoblot analysis with indicated 
antibodies. b-actin was used as a loading control.  Immunoblots shown are from a single experiment 
and are representative of two independent experiments.    
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Figure 5: TFG is required for optimal production of ISGs and type I IFN secretion upon viral 
infection 
(A) WCE from HeLa cells treated with indicated siRNA were used in immunoblot analysis with 
indicated antibodies. These results are representative of at least three independent experiments with 
similar results.  
(B) HeLa cells previously treated with non-targeting siRNA (-) or siRNA targeting TFG (siTFG #1) were 
left uninfected or infected with SeV for 16h. Supernatants were collected postinfection and analyzed for 
IFN-b by ELISA. Mean values and SEM of triplicates are shown (*** P-value < 0,001).  
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Figure 6: Knockdown of TFG increases viral replication and dissemination 
(A) HeLa cells were treated with siNT or with four different siTFG constructs. Cells were then infected 
with VSV-GFP for 16h at a MOI of 0,1 and monolayers were analysed with an inverted fluorecence 
microscope. Observation from one experiment out of three experiments is shown.  
(B) HeLa cells were treated with siNT or with siTFG #1 before being infected with VSV-GFP for 16h at 
indicated MOI. Monolayers were analyzed by fluorescence microscopy before WCE were prepared. 
WCE were then immunoblotted with indicated antibodies recognizing either GFP, TFG or b-actin.  
(C) MRC-5 fibroblasts were infected with different lentiviral vectors encoding different TFG-targeting 
shRNA (shTFG #1, 2 or 3) or a nontargeting (NT) control shRNA (shNT) and then subjected to 
puromycin selection. Cells were then infected with VSV-GFP for 16h at a MOI of 0,01. and monolayers 
were analysed with an inverted microscope. Then, the extent of VSV-GFP infection was further 
analysed by quantifying GFP-positive cells by flow cytometry. Data were pooled from three 
independent experiments and are expressed relatively to their cognate shNT control from each 
experiment to account day-to-day variation. Mean values and SEM of pooled data are shown (*** P-
value < 0,001). Raw data from a representative experiment are shown in the accompanying table. The 
number of events (# events) represents the number of cells quantified in the selected population 
(sample) from which GFP-positive cells (GFP+) have been identified. The percentage of GFP-positive 
cells within the selected population is also shown. 
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Figure 7: Proposed unified model representing the implication of TFG in the organization of 
RLR-dependent antiviral innate immunity 
The ER-to-Golgi vesicular transport system serves as an organizing membrane-rich platform allowing 
organization of RLR-dependent antiviral innate immunity. TFG is involved in vesicle COPII-coated 
vesicles biogenesis (pink circles) from the ERES to the ERGIC, a key sorting hub for secretory 
cargoes. TFG thereby enables efficient export of proteins from the ER to other organelles. As it was 
shown recently to self-associate to generate larger polymers (depicted here as an orange-like matrix), 
TFG also allows the proper positioning of essential effectors (TRAF3, NEMO, TANK, TBK1) with 
MAVS onto an interface between mitochondria and ER-related membranes where they can functionally 
interact upon viral infection. SER: smooth endoplasmic reticulum, RER: rough endoplasmic reticulum. 
Model was created using Servier Medical Art templates (www.servier.com) licensed under a CC BY 3.0 
license. 
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3.2 TFG – DE L’OPTIMISATION DE LA TRANSCRIPTION À LA 
RÉGULATION DE LA TRADUCTION DES ISGs  
La réplication efficace des virus requiert leurs capacités intrinsèques particulières leur 
permettant de prendre contrôle des voies de signalisation de l’hôte afin de favoriser la 
synthèse macromoléculaire, la croissance et la survie cellulaire. En tant que parasite 
intracellulaire obligatoire, ils dépendent d’ailleurs de leur aptitude à recruter les 
ribosomes cellulaires afin de traduire leur ARNm viral et produire les protéines 
nécessaires à leur réplication (396). En effet, malgré leur complexité, les virus sont 
dépourvus de mécanismes de traduction et dépendent par le fait même de la 
machinerie cellulaire endogène. Ce faisant, tel que décrit précédemment, une des 
actions antivirales des IFNs de type I est la suppression globale de la traduction 
protéique cellulaire. Cet effet provient entre autres de la production de certains ISGs, 
tels qu’ISG56 et PKR, qui limitent la traduction de la majorité des ARNm cellulaires et 
viraux (135, 396). Toutefois, de manière à exprimer pleinement la réponse antivirale, 
l’expression et la traduction des effecteurs de la défense de l’hôte, tels que les 
cytokines et les ISGs, doivent être maintenues. À cet effet, dans certains types 
cellulaires, une infection virale mène à l’activation de la voie de signalisation 
impliquant mTOR, une voie qui promeut la traduction, la croissance et la survie 
cellulaire.  
3.2.1 LA RÉGULATION ET LES EFFETS MOLÉCULAIRES DE MTOR 
Étant donné ses effets multiples sur la survie cellulaire, mTOR est une protéine 
hautement régulée, et intègre ainsi de nombreux signaux en amont qui influence son 
activité.  mTOR réside en fait dans deux types de complexes nommés, mTOR 
complex 1 (mTORC1) et mTORC2, comprenant les partenaires de régulation Raptor 
et Rictor, respectivement (397). mTORC1, le mieux caractérisé, dépend de différents 
stimuli (c.-à-d. cytokines, hormones de croissance) afin d’être activé entres autres par 
la voie de signalisation phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)-Akt. Plus précisément, 
ces stimuli mènent à la phosphorylation et à la suppression de l’effet inhibiteur des 
tuberous sclerosis complex (TSC)1 et TSC2. TSC1/2 représentent en fait des 
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régulateurs négatifs clés des fonctions de mTORC1 et agissent en tant que GAP qui 
neutralise la protéine Rheb, une protéine liant le GTP, en favorisant sa conversion 
vers sa forme inactive liée au GDP. Lorsque lié au GTP, Rheb favorise l’activité de 
mTORC1. De manière intéressante, Rheb se situe au niveau de compartiments 
cellulaires riches en membranes tels que l’appareil de Golgi, l’ER, les lysosomes et 
les mitochondries; mTORC1 doit ainsi être en mesure de se mobiliser vers ces 
régions cellulaires afin d’être activé. En plus de ces événements menant au bon 
positionnement de mTORC1 auprès de ses compartiments d’activation, l’activité 
phosphotransférase de mTOR a été démontrée comme étant aussi régulée par 
certaines modifications post-traductionnelles, incluant sa phosphorylation et son 
autophosphorylation. Notamment, parmi les sites de phosphorylation de mTOR 
caractérisés (c.-à-d. Ser2448, Ser2481, Thr2446, Ser1261, Ser2159, Thr2164), celui 
de la Ser2159, qui se trouve au niveau du domaine kinase de mTOR, a récemment 
été démontré comme ayant la capacité de promouvoir la signalisation de mTORC1 
(398). Mécanistiquement, ce site phosphoaccepteur modulerait l’interaction de mTOR 
avec les autres constituants du complexe mTORC1 (p. ex. Raptor) ce qui mènerait à 
l’augmentation de son autophosphorylation en Ser2481 et ainsi, à l’accroissement de 
son activité phosphotransférase auprès de ses différents substrats (398). La kinase 
catalysant cette phosphorylation en Ser2159 demeure toutefois inconnue.  
Lorsqu’activé, mTORC1 phosphoryle les p70 S6 kinases (p70S6K)1 en Thr389 
et p70S6K2, de même que l’eukaryotic initiation factor 4E (eIF4E)-binding protein 
(4EBP)1, 4EBP2 et 4EBP3 de manière à accroître la traduction protéique et la 
croissance cellulaire. Suivant leur phosphorylation activatrice, les p70S6Ks stimulent 
la traduction grâce à la phosphorylation de différentes cibles incluant la protéine 
ribosomale S6 (rpS6), menant à la biogenèse de ribosomes ce qui augmente la 
capacité globale de biosynthèse protéique de la cellule. De plus, la phosphorylation 
inhibitrice des 4EBPs par mTORC1 favorise la traduction coiffe dépendante en 
facilitant la formation du complexe eIF4F (chapitre 3, figure 8). Ce complexe est 
formé de la sous-unité eIF4E liant la coiffe, de la protéine structurante eIF4G et de 
l’hélicase eIF4A (chapitre 3, figure 8). Ainsi, en phosphorylant les 4EBPs, mTORC1 
prévient la séquestration de eIF4E par ces dernières, permettant eIF4E de s’associer 
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avec eIF4G (399). Alors qu’eIF4E est requis pour la traduction coiffe dépendante, ce 
facteur est particulièrement important pour la traduction des ARNm comportant une 
longue et complexe région non traduite en 5’ (5’UTR; 5’untranslated region), tels 
qu’IRF7 (399, 400). De manière intéressante, l’importance d’IRF7 dans la réponse 
antivirale suggère ainsi un rôle supplémentaire de mTOR au niveau de l’immunité 
innée.  
Figure 8 : Régulation et rôle de mTORC1 dans le contrôle de la traduction des ARNm. 
La signalisation amorcée par de nombreux facteurs de croissance et par une multitude de cytokines 
mène à la phosphorylation inhibitrice des complexes TSC1/2, qui suppriment normalement l’activation 
de Rheb, afin de stimuler l’activation de mTORC1. Suivant son autophosphorylation en Ser2481, 
mTOR régule ensuite ses effecteurs en aval, 4EBPs et p70S6Ks. À travers la phosphorylation des 
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4EBPs, mTOR libère eIF4E de l’inhibition induite par 4EBP favorisant ainsi la formation du complexe 
d’initiation eIF4F, formé d’eIF4E, d’eIF4G et d’eIF4A. eIF4E lie en fait la coiffe 5’m7GTP et augmente 
l’activité hélicase d’eIF4A. Ceci permet le déroulement des structures secondaires du 5’UTR des 
ARNm afin de faciliter la liaison de la petite sous-unité ribosomale et la traduction subséquente. 
Similairement, en activant les p70S6Ks, mTOR favorise indirectement l’activité hélicase d’eIF4A et la 
biogenèse des ribosomes à travers la régulation des substrats des S6Ks. Les flèches pointillées 
représentent la régulation indirecte d’un processus à travers d’autres joueurs non illustrés. Le modèle 
a été créé en utilisant les gabarits de Servier Medical Art sous une licence non restrictive CCBY 3.0 
(https://smart.servier.com/). 
3.2.1.1 mTOR et l’immunité innée 
Le rôle initial de mTOR dans l’immunité innée a d’abord été identifié suivant la 
caractérisation de l’importance de la voie de signalisation PI3K/mTOR dans les effets 
dépendants des IFNs (129, 401-407).  Ce faisant, l’activation de la voie PI3K/mTOR 
s’est imposée en tant qu’étape essentielle au plein développement des effets 
antiviraux des IFNs, notamment au niveau de l’induction de la traduction des ISGs 
(404, 405). Tel que ci-haut mentionné, mTOR a de nombreux effecteurs en aval qui 
possèdent de multiples effets au niveau de la régulation de la traduction des ARNm 
et de la synthèse protéique. Le répresseur de la traduction 4EBP1 en est un ayant un 
rôle clé dans la signalisation et la production des ISGs initiées par les IFNs (404). En 
effet, les IFNs de type I et de type II induisent la phosphorylation de 4EBP1 par 
mTORC1 réprimant ainsi ses propriétés limitant la traduction d’ARNm (403, 404, 
408). Similairement, dans les MEFs 4EBP1-/-, l’induction des ISGs en réponse à une 
stimulation par les IFNs est augmentée comparativement aux MEFs sauvages (404). 
Cet effet induit par les IFNs confère une protection accrue contre les infections virales 
in vivo. En effet, les souris 4EBP1-/- sont plus résistantes aux conséquences induites 
par une infection au virus coxsackie B3 (409). Aussi, GSK-3b, dont l’activité faciliterait 
la liaison d’IRF3 à son élément de réponse (voir article en annexe) (410), détient 
aussi la capacité de phosphoryler 4EBP1 de manière à activer la synthèse des 
protéines. Ceci suggère ainsi un lien supplémentaire entre 4EBP1 et la réponse 
antivirale (411, 412). D’autre part, l’activation des p70S6Ks par mTOR participe aussi 
à l’instauration d’un plein état antiviral. En effet, les p70S6Ks (p70S6K1 en 
particulier), possèdent de nombreux substrats, incluant eIF4B et programmed cell 
death 4 protein (PDCD4), possédant des rôles distincts, mais convergeant en la 
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traduction optimale des ARNm (413). eIF4B est un régulateur positif de l’activité 
hélicase d’eIF4A. Ensemble, ces protéines déroulent les structures secondaires 
complexes au niveau du 5’UTR de certains ARNm afin de permettre à la sous-unité 
ribosomale 40S de repérer le codon d’initiation de la traduction (414-416). Il a été 
démontré que dans certains types cellulaires et en réponse aux IFNs de type I et de 
type II, p70S6K phosphoryle eIF4B de manière à promouvoir son activité. La 
signalisation médiée par mTOR régulant l’activité de p70S6K et de eIF4B semble 
d’ailleurs nécessaire à la traduction de certains ISGs (417). De plus, l’importance 
d’eIF4B dans la réponse aux IFNs est appuyée par la diminution de l’expression des 
ISGs suivant la diminution de l’expression d’eIF4B par siRNA (417). Un autre 
régulateur de l’activité hélicase d’eIF4A est la protéine PDCD4. PDCD4 est un 
partenaire d’eIF4A et séquestre ce facteur de traduction en compétitionnant avec 
eIF4G de manière à inhiber la traduction (418, 419). En phosphorylant PDCD4, 
p70S6K1 induit le recrutement du complexe ubiquitine ligase SCF b-TRCP et 
provoque la dégradation subséquente de PDCD4 afin de stimuler la traduction et la 
croissance cellulaire (413). En réponse aux IFNs, la dégradation de PDCD4, à travers 
sa phosphorylation par p70S6K1, entraîne ainsi une augmentation de la production 
des ISGs, incluant ISG15 (420). Ainsi, tel que présenté, l’activation des récepteurs 
aux IFNs meut la signalisation en amont de mTOR de manière à amplifier la réponse 
antivirale tardive en stimulant la traduction de l’ARNm des ISGs. D’un autre côté, 
plusieurs nouvelles études attribuent plutôt à mTOR un rôle au niveau de la réponse 
antivirale précoce indépendante des IFNs.  
En regard de la réponse innée antivirale précoce, mTORC1 a récemment été 
identifié en tant que complexe protéique dont l’activité était importante pour la 
production même des IFNs de type I dans les pDCs (209, 421). En fait, suivant la 
stimulation des TLR7/9, mTOR et ses effecteurs p70S6K1 et p70S6K2 agissent de 
manière à favoriser le couplage entre TLR9 et l’adaptateur MyD88 menant 
subséquemment à l’activation d’IRF7 (209, 421). Similairement, la voie mTOR 
semble importante dans la régulation de la production de cytokines suivant 
l’activation de TLR3 dans les kératinocytes (422). Au niveau des RLRs, l’absence des 
répresseurs traductionnels 4EBPs dans les MEFs et dans les souris mène à une 
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suppression de la réplication du VSV et du IAV grâce à une production accrue d’IFNs 
de type I (400). Ce dernier effet semble provenir de la traduction accrue des ARNm 
du facteur de transcription IRF7, et ce, de manière dépendante du facteur d’initiation 
eIF4E, membre du complexe d’initiation eIF4F (423). Malgré ces observations, les 
mécanismes moléculaires menant à la stimulation de la voie impliquant mTOR 
suivant l’activation des PRRs restent grandement indéfinies. 
Au demeurant, mTOR semble être une protéine centrale dans la réponse 
antivirale dont l’activation auprès de Rheb qui se situe entre autres au niveau des 
régions riches en membranes du ER et de l’appareil de Golgi permet de stimuler 
l’activation de ses effecteurs en aval de manière à stimuler la production d’ISGs et de 
mener à une réponse antivirale adéquate. De manière intéressante, TFG est une 
protéine dont la localisation sous-cellulaire au niveau du ER et de ses compartiments 
environnants permet de concentrer les vésicules de transport à l’interface du 
ER/ERGIC. Tel que présenté, en établissant un tel lien entre les membranes du ER 
et ERGIC, TFG serait en mesure d’agir en tant que protéine unificatrice liant TRAF3 à 
son régulateur en amont, MAVS. Subséquemment, TFG pourrait alors permettre à 
TRAF3 de recruter TBK1 afin de créer un complexe macromoléculaire à travers 
lequel TRAF3 active TBK1. De manière intéressante, une étude récente a proposé un 
rapprochement entre les voies de signalisation des RLRs et de mTOR. De fait, la 
caractérisation du phosphoprotéome de cellules épithéliales pulmonaires humaines 
A549 suivant une infection au SeV a permis d’identifier mTOR en tant que protéine 
phosphorylée suivant une telle infection (424).  D’autre part, dans un modèle 
cellulaire de cancer de la prostate (PC3), des essais de co-immunoprécipitations ont 
démontré que mTOR, Raptor et NEMO se retrouvent dans le même réseau protéique 
(425). Étant donné le rôle avéré de TFG dans l’organisation de la réponse 
transcriptionnelle antivirale suivant une infection au SeV et que TFG a aussi la 
capacité de lier NEMO, l’identification du rôle potentiel de TFG dans le 
rapprochement fonctionnel entre les voies de signalisation des RLRs et de mTOR a 
été poursuivie (350). 
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3.2.2 TFG ET LE CONTRÔLE DE LA VOIE MTOR DANS LA RÉPONSE ANTIVIRALE 
INNÉE 
3.2.2.1 TFG permet le rapprochement entre mTOR et TBK1 
Tout d’abord, afin de déterminer la possibilité que mTOR soit présent au niveau du 
même complexe macromoléculaire que TFG et TBK1 et afin de vérifier si cette 
interaction potentielle est modulée lors d’une infection, un essai préliminaire 
d’immunoprécipitation a été accompli. De manière intéressante, suivant l’infection de 
cellules HeLa par le SeV, TBK1 et mTOR se retrouvent dans les mêmes 
immunocomplexes que TFG, et ce, dans une cinétique comparable. (chapitre 3, 
figure 9A). De manière à vérifier si une telle interaction nécessitait l’expression de 
TFG, un essai pull-down a été réalisé en faisant intervenir la protéine S-TBK1, le 
résultat d’une fusion entre TBK1 sauvage et le peptide S. Confirmant l’essai 
d’immunoprécipitation, mTOR est recruté à TBK1 suivant une infection virale. 
Notamment, ce recrutement requiert l’expression de TFG (chapitre 3, figure 9B). Une 
telle interaction entre TBK1 et mTOR suivant une infection virale admet par 
conséquent la possibilité d’une interrelation fonctionnelle entre la voie des RLRs et 
celle impliquant mTOR.   
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Figure 9 : Le positionnement de TBK1 auprès de mTOR suivant une infection virale requiert 
l’expression de TFG.  
(A) Un essai de co-immunoprécipitation a été effectué à partir des extraits cellulaires de cellules 
HEK293T ayant été infectées préalablement par le SeV pour les temps indiqués. Les mêmes extraits 
ont  ensuite été utilisés pour confirmer l’expression des protéines par immunobuvardage. Les résultats 
montrés proviennent de la même et unique expérimentation.  
(B) Un essai pull-down a été effectué à partir d’extraits cellulaires de cellules HeLa ayant été 
préalablement traitées par 40 nM de siRNA contre TFG, puis infecté par le SeV pendant 8h. Les 
mêmes extraits ont été utilisés pour leur analyse par immunobuvardage. Les résultats montrés 
proviennent de la même et unique expérimentation. 
3.2.2.2 TFG permet la phosphorylation de mTOR en Ser2159 par TBK1  
TBK1 est une kinase dont les substrats varient grandement. Outre IRF3 et IRF7, 
TBK1 est en mesure de phosphoryler l’optineurine (OPT), DDX3 et IkBa. 
Globalement, malgré les rôles distincts de chacun de ces substrats, tous partagent un 
site consensuel de phosphorylation reconnu par TBK1. L’alignement des séquences 
du site de phosphorylation de TBK1 de ses différents substrats révèle manifestement 
un site consensus composé d’une sérine centrale bordée par un acide aminé 
hydrophobe (Leu/Phe/Met) en position +1, et par un acide aminé non-chargé 
(Ser/Thr) en position -4 (chapitre 3, figure 10A). Notamment, la séquence entourant la 
Ser2159 de mTOR, dont la phosphorylation promeut la signalisation de mTORC1 
vers ses substrats p70S6K1 et 4EBP1, concorde parfaitement avec un tel site 
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consensus (chapitre 3, figure 10A) (398). Certains résultats préliminaires confirment 
d’ailleurs que mTOR est un nouveau substrat de TBK1. En effet, en observant les 
résultats de l’essai kinase, il est possible de remarquer que FLAG-mTOR est bel et 
bien phosphorylé par différentes quantités de TBK1 recombinants (chapitre 3, figure 
10B). De surcroît, la phosphorylation de mTOR obtenue correspond du moins 
partiellement à la phosphorylation de mTOR sur sa Ser2159 (p-mTOR Ser2159) 
(chapitre 3, figure 10B). De plus, l’expression ectopique transitoire de FLAG-TBK1 
dans les cellules HEK293T induit la phosphorylation de mTOR endogène en 
Ser2159, et, ipso facto, celle de son effecteur, p70S6K1 (Thr389) (chapitre 3, figure 
10C). En contrepartie, l’expression ectopique d’un mutant inactif de TBK1 (FLAG-
TBK1-K38A) n’affecte que marginalement l’activation de mTOR et de p70S6K1 
(chapitre 3, figure 10C). En somme, ces résultats démontrent la capacité potentielle 
de TBK1 à phosphoryler mTOR dans un contexte extracellulaire ou dans une 
situation de surexpression.  
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Figure 10 : TBK1 cible la sérine 2159 de mTOR. 
(A) Alignement de séquences de plusieurs substrats connus de TBK1 démontrant un site consensus 
de phosphorylation partagé par mTOR au niveau de Ser2159.  
(B) Phosphorylation in vitro de mTOR par la kinase TBK1 recombinante. Les cellules HEK293T ont été 
transfectées avec le contrôle FLAG-GFP ou FLAG-mTOR tel qu’indiqué.  48 heures post-transfection, 
FLAG-mTOR et FLAG-GFP ont été immunopurifiés et utilisés en tant que substrats des 100 ng ou 500 
ng de TBK1 recombinants lors d’un essai kinase in vitro faisant intervenir de l’ATP radioactive (g-32P-
ATP) pour l’autoradiographie ou de l’ATP non radioactive pour l’analyse par western blot (WB). N = 1 
(C) L’expression ectopique transitoire de TBK1 induit la phosphorylation de mTOR sur sa Ser2159. 
Les cellules HEK293T ont été transfectées par les plasmides exprimant les protéines inscrites. 48 
heures post-transfection, les extraits cellulaires ont été préparés et analysés par immunobuvardage. 
FLAG-K38A correspond à la forme inactive de la kinase TBK1. N = 1 
 
 
A	
  a.a. position  -6  -5  -4  -3  -2  -1    0  +1  +2  +3  +4  +5  +6 
IRF3 Ser402  S  N  S  H  P  L  pS  L  T  S  D  Q  Y 
IRF7 Ser479  L  D  S  S  S  L  pS  L  C  L  S  S  A 
OPT Ser177  S  G  S  S  E  D  pS  F  V  E  I  R  M 
DDX3 Ser442  N  A  T  G  K  D  pS  L  T  L  V  F  V 
TBK1 Ser172  D  D  E  Q  F  V  pS  L  Y  G  T  E  E 
TBK1 consensus:     X     X          S/T/E    X    X    X    pS     L/F/M    X    X    X    X    X 
mTOR Ser2159   I  Q  S  I  A  P  pS  L  Q  V  I  T  S 
IkBα Ser36  H  D  S  G  L  D  pS  M  K  D  E  E  Y 
32p-TBK1 
Autoradiography 
32p-mTOR 
FLAG-mTOR 
WB  
p-mTOR 
Ser 2159 
p-mTOR 
Ser 2159 
p-p70S6K 
Thr389 
FLAG-TBK1 
p-IRF3 
Ser396 
Actin 
FLAG-TBK1 
FLAG-K38A 
FLAG-GFP 
- 
- 
+ 
+ 
- 
- 
- 
+ 
- 
FLAG-GFP 
FLAG-mTOR 
rTBK1 (100ng) 
rTBK1 (500 ng) 
ATP 
+ 
- 
- 
-
+ 
+ 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
- 
- 
+
+ 
- 
+ 
- 
-
+ 
- 
+
+ 
- 
+ 
- 
+ 
- 
+
+ 
B	 C	
IP FLAG 
 
114 
 
De manière à mieux étoffer l’influence d’une infection virale sur le degré de 
phosphorylation de mTOR par TBK1, différentes expérimentations préliminaires ont 
été accomplies. Suivant une infection virale au SeV dans les MRC5, une 
augmentation de la phosphorylation de mTOR en Ser2159 peut être observée, 
suggérant ainsi une modulation de l’activité de mTOR par TBK1 (chapitre 3, figure 
11A). D’un autre côté, les IFNs de type I et de type II ont aussi la capacité d’activer la 
voie PI3K/mTOR en engageant leurs voies de signalisation suivant l’activation de 
leurs récepteurs respectifs (426, 427). Ainsi, afin d’exclure l’apport d’une telle 
signalisation, la phosphorylation de mTOR en Ser2159 suivant une infection virale a 
été mesurée dans la lignée cellulaire HEC1B, une lignée cellulaire incapable de 
répondre aux interférons de type I et de type II (428). À l’instar de la lignée cellulaire 
MRC5, une augmentation de la phosphorylation de mTOR (Ser2159) est observée 
suivant une infection au SeV démontrant ainsi que cette modification post-
traductionnelle se déroule précocement dans la signalisation des RLRs (chapitre 3, 
figure 11B). TBK1 semble par ailleurs être la kinase responsable de cette 
phosphorylation, puisque le prétraitement des cellules HEC1B par l’inhibiteur sélectif 
de TBK1, le MRT67307, contrecarre la phosphorylation de mTOR normalement 
induite par une infection au SeV (chapitre 3, figure 11C). En outre, étant donné que 
TFG est nécessaire au rapprochement entre mTOR et TBK1 (chapitre 3, figure 9B), 
la diminution de son expression devrait aussi limiter l’activation de mTOR. 
Conformément à cette hypothèse, l’induction de la phosphorylation de mTOR en 
Ser2159 suivant une infection au SeV est grandement diminuée lorsque l’expression 
de TFG est réduite par siRNA (chapitre 3, figure 11D).  
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Figure 11 : L’induction de la phosphorylation de mTOR sur la Ser2159 suivant une infection 
virale est indépendante de la réponse aux interférons et nécessite l’expression de TFG.  
(A-C) Les cellules MRC5 (A) ou les cellules HEC1B (B-C) ont été cultivées dans un milieu de culture 
dépourvu de sérum puis infectées avec le SeV (200 HAU/mL) pour les temps indiqués. Les extraits 
cellulaires ont été préparés puis soumis à une analyse par immunobuvardage en utilisant l’anticorps 
ciblant la forme phosphorylée de mTOR en Ser2159 ou l’anticorps contre la b-actine pour le contrôle 
interne. N = 1 
(C) Les cellules HEC1B ont été prétraitées avec l’inhibiteur sélectif de TBK1, le MRT67307, ou le 
contrôle DMSO pendant 1h avant leur infection par le SeV en présence de MRT67307 ou de DMSO. 
Chacune des conditions a été exposée à l’inhibiteur ou au DMSO pendant une durée équivalente 
(25h). N = 1 
(D) Des extraits cellulaires de cellules HeLa traitées avec les siRNA indiqués ont été utilisées pour une 
analyse par immunobuvardage. N = 2 
 
L’implication de mTOR dans l’induction de certains ISGs a ensuite été 
confirmée en utilisant un inhibiteur de mTOR hautement sélectif, le KU-0063794. Le 
prétraitement de MRC5 par le KU-0063794 diminue l’expression de certains ISGs 
suivant une infection virale. En effet, la production de Viperin, IRF7, ISG54, et ISG56 
a été affectée par une telle approche (chapitre 3, figure 12). D’un autre côté, 
l’activation de la voie des RLRs n’a pas été modifiée; la phosphorylation d’IRF3 
(Ser396) et de TBK1 (Ser172) est demeurée inchangée (chapitre 3, figure 12).  
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Figure 12 : L’activité kinase de mTOR est importante la production optimale des ISGs suivant 
une infection virale. 
Les fibroblastes primaires MRC5 ont été prétraités avec 0,5 µM de l’inhibiteur KU-0063794 ou son 
contrôle pendant 30 minutes avant d’être infectés avec du SeV (200 HAU/mL) pour les temps indiqués, 
et ce, en présence continue de l’inhibiteur ou de son contrôle. Les extraits cellulaires ont été préparés 
et assujettis à une analyse par immunobuvardage avec les anticorps inscrits. N = 1 
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CHAPITRE 4 – DISCUSSION ET PERSPECTIVES 
4.1 TFG – UN NOUVEAU MEMBRE STRUCTURANT DE LA VOIE DE 
SIGNALISATION CANONIQUE DES RLRs 
L’axe impliquant RIG-I, MAVS et TRAF3 est reconnu en tant que voie de signalisation 
fondamentale menant à une réponse antivirale de l’hôte à la fois rapide et puissante 
suivant une infection virale. Un nouveau paradigme propose que les RLRs dépendent 
en fait d’une machinerie intracellulaire de transport protéique de manière à établir le 
lien entre les sites de détection des virus et les plateformes signalétiques de la cellule 
(313, 320). La compartimentation de ces processus représente en fait un système de 
contrôle supplémentaire empêchant l’activation aberrante des voies de signalisation 
antivirales et, ipso facto, la survenue des conséquences associées. Illustrant ce 
concept, la protéine archétype des RLRs, RIG-I, doit se transloquer du compartiment 
cytosolique aux complexes contenant MAVS de manière à transmettre le signal 
adéquatement. Ce processus est initié par l’ubiquitination de RIG-I en Lys63 par les 
ubiquitines ligases E3 nommées Riplet et TRIM25 (248, 324). Ensuite, l’ubiquitination 
de RIG-I permet son association au chaperon cytosolique 14-3-3e qui mène à la 
redistribution de RIG-I vers certains compartiments membranaires. Ainsi, il a été 
proposé que RIG-I, TRIM25 et 14-3-3e forment un complexe de translocation qui 
permet le recrutement de RIG-I à MAVS (324). Alors que la régulation du transport 
des RLRs à leur adaptateurs respectifs représente un nouveau point de contrôle  
critique pour la transduction des signaux de l’immunité innée, les événements menant 
au recrutement et à l’organisation des effecteurs en aval demeurent grandement 
inconnus. Ici, nous avons donc présenté le rôle de TFG en tant que composante 
essentielle du complexe signalétique MAVS-TRAF3 dont la localisation sous-
cellulaire permet le recrutement efficace de TRAF3 à son adaptateur en amont, 
MAVS. De ce fait, TFG représente une protéine importante dans l’activation d’IRF3 et 
dans l’expression subséquente des IFNs de type I et des ISGs.  
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4.1.1 TFG ET LA RÉPONSE ANTIVIRALE INNÉE 
L’étude présentée à même ce mémoire démontre le rôle moléculaire positif de 
TFG dans l’organisation d’une réponse antivirale adéquate suivant l’activation des 
RLRs. En fait, en utilisant à la fois des lignées cellulaires transformées (cellules 
HeLa, HEK293T) et des lignées cellulaires primaires, telles que les fibroblastes 
pulmonaires MRC5 dans lesquelles l’expression de TFG a été réduite par des 
approches d’interférence par ARN (c.-à-d. shRNA, siRNA), il nous a été possible de 
confirmer l’importance de TFG dans le maintien de la capacité des cellules à prévenir 
la réplication et la dissémination du VSV (chapitre 3, figure 6). En fait, puisque VSV 
est un virus hautement sensible aux interférons (429, 430), ceci suggère un rôle 
prépondérant de TFG dans la réponse aux IFNs. Confirmant cette notion, les 
expérimentations ELISA ont démontré le rôle de TFG dans l’expression et/ou la 
sécrétion des IFNs-b (chapitre 3, figure 5C). Cette diminution observée dans la 
sécrétion d’IFNs-b peut aussi être expliqué par le fait que TFG peut causer un délai 
substantiel dans la sécrétion de certaines protéines (374). De plus, dans les cellules 
HeLa et MRC5 dans lesquelles l’expression de TFG a été réduite, la production d’un 
sous-groupe d’ISGs dont l’induction est sous le contrôle transcriptionnel d’IRF3 a été 
diminuée comparativement à leurs cellules de contrôle respectives exprimant TFG 
(chapitre 3, figure 5A et 5B). Ainsi, par l’entremise de modèles expérimentaux faisant 
intervenir le VSV et SeV en tant que modèle viral activant RIG-I, il a été possible de 
démontrer le rôle de TFG dans la voie de signalisation des RLRs. Toutefois, le niveau 
auquel agit TFG demeurait inconnu.  
Certaines études antérieures ont identifié TRIM25, une E3 ubiquitine ligase, en 
tant que partenaire protéique de TFG suggérant ainsi un rôle de TFG dans la 
signalisation médiée par RIG-I (381). En effet, l’ubiquitination catalysée par TRIM25 
de RIG-I en position Lys63 est importante pour son activation et son interaction 
subséquente avec MAVS. De manière intéressante, TRIM25 promeut aussi 
l’ubiquitination en Lys48 de certaines protéines cibles, incluant MAVS, en vue de leur 
dégradation par le protéasome (431-433). Notamment, certaines études ont 
démontré que lors d’une infection par un virus à ARN, l’expression de MAVS diminue 
 
119 
au fil du temps (395, 431). Paradoxalement, cette dégradation de MAVS régule 
positivement la signalisation antivirale, car cette perte d’expression de MAVS précède 
immédiatement la phosphorylation d’IRF3. Néanmoins, bien que TFG interagisse 
avec TRIM25, cette protéine semble jouer son rôle ultérieurement à l’activation de 
MAVS. En effet, la dégradation de MAVS secondaire à une infection au SeV demeure 
grandement inchangée lorsque l’expression de TFG est altérée dans les cellules 
HeLa (chapitre 3, figure 4A). En revanche, la déplétion de TFG affecte directement la 
transautophosphorylation de TBK1 sur la Ser172, et l’activation subséquente d’IRF3, 
proposant ainsi un rôle pour TFG dans la voie des RLRs en aval de la signalisation 
amorcée par MAVS (chapitre 3, figure 4B à 4D). Par ailleurs, conformément avec le 
fait que suivant une infection virale la dégradation de MAVS soit un prérequis à la 
pleine phosphorylation d’IRF3 (431), le prétraitement des cellules HeLa avec 10 nM 
de l’inhibiteur du protéasome MG132 a diminué le degré de phosphorylation d’IRF3 et 
la production de l’ISG RIG-I normalement observés (chapitre 4, figure 1). Toutefois, 
malgré le prétraitement des cellules avec le MG132, l’influence de l’absence de TFG 
sur la diminution de la phosphorylation d’IRF3 en Ser396 est maintenue (chapitre 4, 
figure 1). En somme, ces observations suggèrent que TFG agit en aval de l’activation 
et de la dégradation de MAVS.  
Figure 1 : TFG influence la phosphorylation d’IRF3 en aval de la dégradation de MAVS. 
Les cellules HeLa ont été traitées avec 40 nM de siTFG#4 ou son contrôle, puis prétraitées avec une 
solution de DMSO ou de MG132 à une concentration finale de 10 nM avant une infection virale au SeV 
pendant 8h. Les extraits cellulaires ont ensuite été analysés par immunobuvardage avec les anticorps 
mentionnés. Suivant une infection virale, la dégradation de MAVS précédant la phosphorylation 
activatrice d’IRF3 et la production subséquente de RIG-I peut être observée. Alors que la dégradation 
de MAVS n’est pas altérée suivant la diminution de l’expression de TFG, la phosphorylation d’IRF3 
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l’est. Par ailleurs, le traitement des cellules avec l’inhibiteur du protéasome prévient la dégradation de 
MAVS et une portion de la phosphorylation d’IRF3, de même qu’une réduction de la production de 
RIG-I. Néanmoins, la diminution de l’expression de TFG dans ces conditions inhibe tout de même la 
phosphorylation d’IRF3 et la production de l’ISG RIG-I. N=1 
 
L’interaction entre RIG-I et MAVS mène au recrutement des membres de la 
famille d’adaptateur TRAF, incluant TRAF3, afin de favoriser l’établissement d’une 
réponse antivirale mené par IRF3 (242). En plus de TRAF3, de nombreuses 
protéines, telles que NEMO, TANK et TBK1, ont été rapportées comme étant des 
régulateurs critiques de la phosphorylation d’IRF3 et de la production d’IFNs reliées à 
l’axe signalétique impliquant MAVS (201, 434-436). TBK1 détient une robuste 
capacité à s’autophosphoryler et participe à de multiples voies de signalisation, 
incluant la réponse antivirale liée à la production des IFNs de type I et à l’autophagie 
(437-439). Des preuves croissantes révèlent aussi l’implication de l’activité aberrante 
de TBK1 dans une variété de cancers et de maladies auto-immunes (31, 440). Ainsi, 
en l’absence de stimuli cohérents avec son rôle physiologique, il existe de nombreux 
mécanismes régulateurs prévenant l’activation anormale de TBK1 (439). 
L’événement moléculaire principal qui contrôle l’activité de TBK1 demeure la 
phosphorylation de sa Ser172 située dans la boucle T (T-loop) de son domaine 
kinase (441, 442). Se trouvant sous forme homodimérique dans une configuration 
limitant son autophosphorylation, TBK1 doit subir une modification post-
traductionnelle impliquant l’ajout de chaînes d’ubiquitines liées en position Lys63 afin 
de devenir active (332, 443, 444). Dans la voie de signalisation impliquant les RLRs, 
de nombreuses ligases E3 participent à une telle ubiquitination, incluant TRAF3 
(330). De ce fait, lors d’une infection virale, TBK1 est recruté au niveau de complexes 
signalétiques composés, entre autres, de TRAF3, afin de subir sa polyubiquitination 
en Lys63 permettant ainsi une interaction interdimère qui mène à la 
transautophosphorylation activatrice de TBK1 sur sa Ser172. De plus, la présence de 
protéines d’échafaudage permettant le recrutement de TBK1 à TRAF3 représente un 
mécanisme de régulation supplémentaire de afin de contrôler précisément l’activation 
de TBK1 (435, 443). En ce qui a trait à la production d’IFN-b, la protéine 
d’assemblage TANK, partenaire de TRAF3, a été démontrée comme étant essentiel 
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dans l’établissement du lien entre TBK1 et le complexe composé de MAVS (434). 
Similairement, NEMO se lie à la forme ubiquitinée de TBK1 contribuant ainsi à la 
formation d’un signalosome fonctionnel (436). Par contre, bien que TANK et NEMO 
semblent favoriser le rapprochement entre TBK1 et TRAF3 avec MAVS, les détails 
moléculaires sous-tendant l’organisation de tels complexes demeurent irrésolus. Ici, 
nous avons identifié TFG en tant que membre d’un complexe moléculaire 
comprenant au moins TRAF3 et TBK1 (chapitre 3, figure 3B). L’expression de TFG 
est nécessaire au recrutement de TBK1 à TRAF3 suivant une infection virale 
(chapitre 3, figure 4A et 4B). D’autre part, le fait qu’une étude ait démontré que TFG 
interagit physiquement avec NEMO et TANK suggère aussi un rôle de TFG dans 
l’activation d’IRF3 dépendante de TBK1 (350).  
En plus de TRAF3, MAVS recrute aussi les ligases d’ubiquitines TRAF2 et 
TRAF6 afin de soutenir la réponse inflammatoire orchestrée par NF-kB (242). 
Toutefois, le fait que TFG ne détienne pas la capacité de se lier aux formes 
surexprimées de TRAF2 ou TRAF6 supporte plutôt une implication spécifique de TFG 
dans la signalisation dépendante de TRAF3 et d’IRF3 (chapitre 3, figure 1C). 
Néanmoins, puisque TANK et NEMO interagissent avec TFG et qu’elles demeurent 
des protéines adaptatrices promouvant le rapprochement entre les voies de 
signalisation de NF-kB et d’IRF3, un rôle de TFG dans l’activation de NF-kB ne peut 
être exclu.  
4.1.2 TFG ET LE TRAFIC DES PROTÉINES 
MAVS est une protéine transmembranaire qui se situe au niveau de différents 
compartiments sous-cellulaires incluant la mitochondrie, le peroxysome, de même 
que le MAM (278, 320). Alors que chacun de ces centres de signalisation est 
important, la localisation de MAVS à l’intérieur des MAMs permet la formation d’un 
cadre dynamique allouant la transmission d’informations entre les organelles menant 
ainsi à une organisation efficace des réponses immunitaires antivirales. De manière 
intéressante, TFG est une protéine résidant à même les compartiments entre le ER et 
l’appareil de Golgi (chapitre 3, figure 2A et 2B) et semble aussi se trouver à une 
interface entre le ER et les organelles comportant MAVS (chapitre 3, figure 3D). 
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L’importance des MAMs dans la signalisation en aval de la reconnaissance des virus 
par RIG-I est soutenue par le fait que les protéases du NS3/4A du virus de l’hépatite 
C ciblent spécifiquement le sous-groupe de MAVS lié aux MAMs, atténuant ainsi la 
réponse antivirale (258). De plus, à l’instar de RIG-I, qui se transloque du cytosol vers 
le compartiment membranaire MAM afin d’y lier MAVS, la protéine TRAF3 qui se 
trouve aux abords du ER se meut aussi vers les MAMs suivant une infection virale 
(258). Tel que mentionné auparavant, certaines études ont démontré le rôle de TFG 
dans la voie sécrétoire qui contrôle la distribution correcte des protéines à l’intérieur 
des cellules (374, 375, 445). En effet, TFG est impliqué dans la biogenèse des 
vésicules recouvertes des protéines COPII et influence leur transit entre le ER et 
l’ERGIC, un centre de tri pour les cargaisons (374, 375, 445). En fait, la 
polymérisation de TFG facilite l’assemblage de la protéine essentielle de l’ERES, 
Sec16A, avec les autres sous-unités du COPII de manière à permettre un export 
efficient des protéines du ER vers d’autres organelles (374, 375, 445). De manière 
conséquente, les cellules dépourvues de TFG sont incapables de recruter 
efficacement TRAF3 à MAVS suivant une infection par un virus à ARN (chapitre 3, 
figure 4A). Conformément à ces observations, nous avons précédemment identifié 
Sec16A en tant que protéine importante permettant l’interaction entre TRAF3 et 
MAVS lors d’une infection virale (340). De plus, l’importance de la voie sécrétoire est 
soulignée par le fait que certains virus ciblent le trafic des vésicules COPII afin de 
compromettre l’immunité innée et favoriser la réplication virale. En fait, les protéines 
p22 non structurelles de différents Norovirus ont démontré comme leur capacité à 
inhiber le trafic des vésicules COPII, menant ainsi au démantèlement de l’appareil de 
Golgi et à la défaillance de la sécrétion protéique dépendante du Golgi (446, 447). En 
outre, les bactéries E. Coli, et les virus de la famille des Picornaviridae et Rotaviridae, 
sont aussi en mesure de perturber la voie sécrétoire précoce, suggérant un rôle pour 
ce système dans l’immunité antimicrobienne globale (448).  
D’autre part, le flux membranaire généré par TFG demeure important pour le 
maintien d’une configuration adéquate des organelles. Notamment, la déplétion de 
TFG altère la morphologie du ER de même que la distribution des mitochondries, et 
désorganise les réseaux de l’ERGIC et du Golgi (375, 376). Tel que mentionné 
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précédemment, les mitochondries dans les cellules dépourvues de TFG se 
regroupent en amas plutôt qu’en un motif plus dispersé. Par ailleurs, Sec16B, une 
protéine ayant été comme pouvant interagir avec TFG, représente un élément clé 
dans la biogenèse de peroxysomes, un des lieux de signalisation de MAVS (375, 
449, 450). Ceci appuie une fois de plus le rapprochement et le lien de co-dépendance 
entre TFG, la voie sécrétoire et la formation d’une synapse signalétique d’où MAVS 
peut orchestrer une réponse antivirale prompte et efficace. De manière intéressante, 
la signalisation de MAVS initiée à partir de ces différentes organelles (peroxysomes, 
MAMs, mitchondries) semble permettre une expression différentielle de certains 
gènes, incluant les IFNs. En fait, à partir des peroxysomes, MAVS est en mesure 
d’induire les ISGs et de contrôler les infections virales indépendamment des IFNs de 
type I (257). En effet, les lignées cellulaires transgéniques exprimant 
préférentiellement MAVS auprès de peroxysomes n’induisent que des IFNs de type 
III en réponse à différents ligands intracellulaires (327). Similairement, l’accentuation 
de l’abondance peroxysomale ou l’inhibition de la fonction mitochondriale favorise 
l’expression des IFNs de type III comparativement à ceux de type I (451). 
L’importance probable de TFG dans la régulation de la dispersion des mitochondries, 
du maintien des structures du ER et de la genèse des peroxysomes, suggère donc 
un rôle central de cette protéine dans la production des IFNs de type I, mais aussi 
des IFNs de type III. Le fait que la diminution de l’expression de TFG par shRNA 
amenuise la production des transcrits des gènes IFNB1, mais aussi ceux des IFNL1, 
IFNL2, IFNL3 appuie cette hypothèse (chapitre 4, figure 2). L’effet probable de TFG 
dans la biogenèse des peroxysomes pourrait être particulièrement important dans les 
cellules épithéliales des muqueuses dont la défense antivirale dépend 
majoritairement de la production d’IFNs de type III. En fait, la polarisation des cellules 
épithéliales mène à une augmentation de la quantité de peroxysomes qui, par 
conséquent, favorise une production biaisée vers les IFNs de type III en réponse aux 
infections virales (327). L’importance de la genèse des peroxysomes dans la 
signalisation précoce antivirale est soutenue par le fait que la dégradation et/ou la 
séquestration de Pex19, une protéine provenant du ER essentielle à la formation des 
peroxysomes, par une protéine de la capside des Flavivirus mènent à une perte des 
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peroxysomes et à une réduction de la production des IFNs de type III (452). Ainsi, la 
préservation des échanges entre le ER et les peroxysomes en devenir marque un 
moment important dans la formation de la réponse aux IFNs de type III; TFG, en 
maintenant un contact étroit entre le ER et les peroxysomes, de même qu’en régulant 
potentiellement leur biogenèse, pourrait d’ailleurs y jouer un rôle prépondérant. 
 
 
Figure 2 : L’expression de TFG est nécessaire à la transcription des IFNs de type I et de type III. 
Les fibroblastes primaires MRC5 ont été infectés avec différents vecteurs lentiviraux codant pour 
différents shRNA dirigés contre TFG (shTFG#1 ciblant la partie codante de TFG ou #5 ciblant la 
portion 5’UTR de TFG) ou un shRNA contrôle sans cible (shNT) à un MOI de 2. Puis, suivant leur 
sélection par traitement à la puromycine tel que décrit dans la section Matériel et Méthode de l’article 
du chapitre 3, les cellules ont été laissées non stimulées (Ctl) ou infectées au SeV pendant 8h. L’ARN 
des cellules a ensuite été isolé, puis l’abondance des gènes identifiés a été quantifiée par qPCR. 
L’expression relative d’ARNm a été calculée en fonction de la formule des seuils de comparaison (Ct; 
comparative threshold) 2-ΔΔCt où ΔΔCt = ΔCtéchantillon – ΔCtcontrôle et ΔCt = Ctcible – Ctcontrôle endogène. Le 
résultat moyen combiné de duplicatas est montré. (* P-value < 0,05, ** P-value < 0,01, *** P-value < 
0.001) 
D’un autre côté, le maintien de tels contacts entre les organelles est aussi 
important dans la signalisation suivant la reconnaissance de virus à ADN. En effet, 
l'adaptateur central STING se situe au niveau du ER à l’état basal et transite ensuite 
vers des points cytosoliques lors son activation par les senseurs d'ADN. Un de ces 
senseurs, IFI16, reconnait en fait l’ADN viral au niveau du noyau. Suivant la 
reconnaissance de virus à ADN au niveau nucléaire, il doit ensuite transiter auprès de 
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STING au niveau du ER afin d’induire sa signalisation (323). De manière 
intéressante, IFI16 semble aussi nécessaire à la pleine activation de cGAS (311, 
312). Un rôle hypothétique de TFG à ces niveaux peut être déduit du fait qu’il est un 
partenaire potentiel d’IFI16 (384). TFG pourrait donc faciliter son recrutement auprès 
de cGAS et STING au niveau du ER afin d’initier la signalisation (384). Ceci suggère 
ainsi un rôle possible de TFG dans la synchronisation et l’organisation des complexes 
signalétiques suivant une infection aux virus à ADN.  
En somme, TFG permet le rapprochement entre de nombreuses composantes 
protéiques de la défense innée contre les virus à ARN, de manière à favoriser la 
réponse transcriptionnelle antivirale à travers l’activation d’IRF3. Au demeurant, bien 
que la production des protéines antivirales suivant la reconnaissance d’un virus 
nécessite l’induction de leur ARNm respectif par l’activation de différents facteurs de 
transcription, l’action optimale et soutenue de la machinerie cellulaire de traduction 
est tout aussi primordiale.  
4.2 TFG ET LA JUXTAPOSITION DE MTOR ET DE TBK1 : IMPRESSIONS 
ET PERSPECTIVES 
À la lumière des résultats préliminaires ci-haut présentés, il est maintenant possible 
d’établir un rapprochement potentiel entre l’activation de la voie des RLRs en réponse 
à une infection virale et celle de mTOR grâce à l’identification de TBK1 en tant que 
kinase responsable de la phosphorylation en Ser2159 de mTOR, une modification qui 
favorise l’autophosphorylation activatrice de mTOR en Ser2481. Cette succession 
d’événements semble dépendre de la présence de TFG et se déroule suivant une 
activation de la voie des RLRs par le SeV d’une manière indépendante des IFNs.  
Ces résultats concordent avec les observations comme quoi la voie de PI3K-
mTOR est stimulée suivant l’activation de différents PRRs, incluant les TLR3, 4, 9 et 
RIG-I (453-455). Ce lien entre TBK1 et mTOR semble d’ailleurs dépendre de la 
présence de TFG, suggérant ainsi un rôle de cette dernière dans la voie PI3K-mTOR. 
De manière intéressante, une étude visant à déterminer par spectrométrie de masse 
l’interactome de la protéine phosphatase and tensin homolog (PTEN), une 
phosphatase qui s’oppose à l’activité kinase de PI3K, a identifié TFG en tant que 
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nouveau partenaire dans la lignée cellulaire UMUC-3, un modèle humain de cancer 
de la vessie (383). Qui plus est, l’homologue de TFG exprimé dans les grenouilles 
Xenopus laevis (xTFG) présente un motif de liaison lui permettant d’interagir avec les 
domaines SH3 de Src, un activateur de la voie PI3K, et de la sous-unité régulatrice 
de la PI3K, p85 (351). À cet effet, l’identification de la Tyr33 de TFG en tant que 
substrats de la kinase c-Src dans les cellules HEK293T représente un lien 
supplémentaire entre TFG et la voie PI3K (380). Toutefois, le rôle de telles 
associations en réponse à une infection virale demeure à être déterminé.  D’un autre 
côté, les présentes observations proposent plutôt un rapprochement direct entre 
TBK1 et mTOR indépendamment de l’activation de la PI3K. En effet, l’essai kinase 
propose une phosphorylation de mTOR par TBK1 sans intermédiaire (chapitre 3, 
figure 10B). Ceci concorde d’ailleurs directement avec les résultats récemment 
publiés démontrant la phosphorylation de mTOR par TBK1 en réponse à l’activation 
de TLR3 et TLR4 (456). Parallèlement, une étude a aussi démontré que la diminution 
de la réplication du HCV par les IFN-a était altérée suivant un traitement de 
rapamycin, un inhibiteur de mTORC1, mais demeurait inchangée suivant le 
traitement avec un inhibiteur de la PI3K ou d’Akt, suggérant un mode d’activation de 
mTOR distinct qui ne nécessite pas la contribution de la voie PI3K-Akt (457). 
L’interconnexion entre TBK1 et mTOR suivant l’activation de RIG-I par le SeV 
présente ainsi un mécanisme moléculaire alternatif d’une telle activation qui est 
indépendant de la voie PI3K-Akt. Ce nouveau lien semble par ailleurs nécessiter 
l’expression de la protéine TFG (chapitre 3, figure 9B et 11D).  
D’autre part, un groupe de recherche a récemment démontré qu’une infection 
virale avec un virus à ADN promulguait l’interaction entre l’effecteur en aval de 
mTOR, p70S6K1, et l’adaptateur de signalisation STING, d’une manière dépendante 
du senseur à ADN, cGAS. L’interaction entre STING et p70S6K1 serait de surcroît 
favorisée par TBK1 par un mécanisme inconnu. La formation subséquente du 
complexe triparti p70S6K1-STING-TBK1 permettrait la pleine activation d’IRF3 (458). 
Bien que nos résultats préliminaires ne semblent pas admettre un rôle de mTOR 
dans l’activation du facteur de transcription IRF3 (chapitre 3, figure 12), la 
phosphorylation de mTOR par TBK1 et l’activation subséquente de p70S6K1 de 
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manière à favoriser la formation du complexe p70S6K1-TBK1-STING pourrait tout de 
même expliquer le mécanisme par lequel TBK1 favorise le recrutement de p70S6K1 
auprès de STING. Il serait donc intéressant de déterminer la capacité de TFG à 
contrôler un tel recrutement suivant une infection par un virus à ADN. À cet effet, 
suivant une stimulation de cellules avec du poly(dA:dT), un analogue synthétique 
d’ADN, les protéines endogènes mTOR et TBK1 sont recrutées auprès de TFG 
suggérant ainsi un rôle de TFG dans la réponse antivirale aux virus à ADN (donnée 
non montrée). D’un autre côté, bien qu’un rôle de mTOR dans le recrutement de 
p70S6K1 auprès de TBK1 dans la voie d’activation d’IRF3 ne peut être exclu, les 
résultats ci-haut présentés suggèrent plutôt un rôle de TBK1 dans l’activation TFG-
dépendante de mTOR de manière à favoriser la traduction protéique de certains ISGs 
(chapitre 3, figure 9 à 12).  
mTORC1 représente un complexe intégrant une multitude de stimuli extra- et 
intracellulaire et représente ainsi le lieu de convergence de plusieurs signaux visant à 
réguler la survie cellulaire, la prolifération cellulaire, la motilité cellulaire, l’autophagie, 
et la synthèse protéique (459). Cette influence au niveau du contrôle de la traduction 
coiffe dépendante a été considérablement étudiée (460-462). En phosphorylant les 
4EBPs, mTOR favorise leur dissociation de eIF4E permettant ainsi l’assemblage du 
complexe eIF4F et la traduction coiffe dépendante (463, 464). Tel que mentionné, 
ces événements affectent la synthèse protéique globale et diminuent fortement la 
traduction des transcrits comportant de longs et structurés 5’UTRs, tel qu’IRF7 (465). 
De plus, bien que les p70S6Ks exercent une influence sur la régulation de la 
biogenèse des ribosomes, ces protéines modulent aussi l’initiation de la traduction en 
réponse à l’activation de mTORC1. En effet, en phosphorylant PDCD4 et l’eIF4B, les 
p70S6Ks stimulent la traduction des ARNm présentant des 5’UTRs ayant de 
nombreuses structures secondaires, telles que Bcl-2, XIAP (419, 466, 467). 
L’activation de mTOR par TBK1 suivant une infection virale pourrait donc soutenir la 
réponse antivirale précoce en favorisant la production d’ISGs, tels qu’IRF7, ISG54 et 
Viperin. De plus, le fait que la réduction du niveau d’expression de TBK1 par shRNA 
dans les cellules HEC1B réduise l’assemblage de polysomes sous-tend le rôle 
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probable de TBK1 dans la modulation des étapes d’initiation et d’élongation de la 
traduction protéique (données non montrées).  
Cette prédisposition de TBK1 à promouvoir à la fois la transcription 
dépendante d’IRF3 et la traduction efficace de certains ARNm présente un 
mécanisme potentiel d’augmentation rapide de la reconnaissance des pathogènes 
et/ou d’amplification de la réponse aux IFNs. L’activation de la traduction 
précocement suivant la reconnaissance d’un virus pourrait par ailleurs stimuler la 
production de protéines antivirales dont les ARNm sont déjà exprimés en faible 
quantité, incluant ceux de l’IFN-b, de l’IRF7 et de Viperin (387, 468). Dans ce 
contexte, il est intéressant de voir que dans les fibroblastes primaires MRC5, la 
phosphorylation de mTOR en Ser2159 ne semble que momentanée (chapitre 3, 
figure 11A). Cette activation transitoire et rapide de mTOR par TBK1 suivant 
l’activation des RLRs pourrait en fait permettre de stimuler la production initiale des 
protéines antivirales clés telles que les interférons, et ce, avant que certaines 
protéines précoces telles qu’ISG54 ou 56 et, plus tardivement, PKR bloquent 
activement la traduction. La diminution de la phosphorylation de mTOR dans un 
deuxième temps pourrait aussi être secondaire à une boucle de rétroaction négative 
initiée par p70S6K1. En effet, lorsque la voie PI3K/mTOR est suractivée, p70S6K1 
est en mesure de limiter la signalisation de cette voie (469-471). Bien qu’un tel rôle 
de p70S6K n’est encore été identifié dans la réponse antivirale, de récentes preuves 
démontrant que l’activation chronique de TBK1 supprimerait l’activité de mTORC1 
soutiennent cette hypothèse (472). Dans cette étude, les souris dépourvues de la 
three-prime repair exonuclease 1 (Trex1), une enzyme ayant la capacité de cliver 
l’ADN cytosolique, souffrent d’une inflammation systémique causée par une activation 
constante de la voie cGAS-STING-TBK1. L’activation de cette voie provoquerait le 
recrutement de TBK1 au sein d’un complexe comprenant mTOR, Raptor et 4EBP, 
menant, à terme, à l’inhibition de la phosphorylation de rpS6 (472). Cette dernière 
inhibition pourrait en fait être le résultat paradoxal d’une surstimulation initiale de 
cette voie de signalisation. D’autre part, l’activité de mTORC1 peut aussi être inhibée 
par différentes voies induites par le stress cellulaire. Par exemple, pendant une 
infection virale, une période d’hypoxie peut survenir étant donné que le taux d’activité 
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métabolique et synthétique surpasse le niveau normal des cellules non infectées 
(473). L’hypoxie inhibe en fait mTORC1 en activant les TSCs à travers l’induction de 
REDD1, une cible transcriptionnelle du hypoxia-inducing factor 1 (HIF1) (474-476). 
Notamment, suivant une période d’hypoxie, un de nos résultats préliminaires 
démontre que TBK1 est impliqué dans l’expression de HIF1 grâce à sa capacité 
d’augmenter la traduction de son ARNm (donnée non montrée). Ces différents effets 
pourraient donc expliquer comment l’activation chronique de TBK1 mènerait à une 
inhibition éventuelle de mTORC1.  
En somme, à travers le recrutement de TBK1 à mTOR suivant une infection 
virale, TFG serait en mesure de prémunir les cellules d’une défense adéquate par la 
production rapide de protéines antivirales essentielles à leur survie. Puis, suivant la 
production d’ISGs limitant la traduction et/ou par l’inhibition ultérieure de mTOR, TFG 
préviendrait l’essor de l’infection en réduisant la réplication des virus dont la 
croissance dépend du système endogène de traduction. L’importance de ce 
phénomène est d’ailleurs appuyée par le fait que certains virus ont évolué de manière 
à s’affranchir du mode de réplication dépendant du complexe eIF4F sous contrôle de 
mTOR et des réponses induites par le stress cellulaire (396). Cette évolution est 
particulièrement fréquente pour les virus à ARN. Ce faisant, de nombreux ARNm 
viraux traduisibles sont exempts de coiffe en 5’ et utilisent plutôt des internal 
ribosome entry sites (IRESs) pour initier leur traduction. Par le fait même, les IRESs 
viraux peuvent lier directement les sous-unités ribosomales 40S et ainsi contourner la 
nécessité d’utiliser de nombreux facteurs d’initiation, incluant eIF4F   (477, 478). De 
plus, ces virus développent souvent des mécanismes perturbant l’activité d’eIF4F 
visant à limiter la traduction dépendant de la coiffe (479). Nonobstant, la production 
d’IFNs et d’ISGs demeure centrale dans la défense de l’hôte aux infections.       
 Récemment, Li et coll. ont décrit un nouveau mécanisme de défense stimulé 
par les IFN-a. En fait, en produisant des exosomes, certaines cellules sont en mesure 
d’effectuer un transfert intercellulaire d’agents antiviraux qui permettrait aux cellules 
avoisinantes de résister aux pathogènes (480). Ceci pourrait être particulièrement 
important afin de faciliter la défense de cellules dont les voies de réponses antivirales 
ont été antagonisées par les virus. Bien que les étapes précises de la biogenèse des 
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exosomes demeurent grandement inconnues, un des importants facteurs à cet effet 
est TSG101, une protéine endolysosomale impliquée dans la machinerie de 
l’endosomal sorting complexes required for transport (ESCRT). Certains virus 
incluant le VIH, l’IAV et le virus d’Ebola ont aussi évolué de manière à subvertir les 
composantes de l’ESCRT afin de favoriser leur bourgeonnement (481-483). Les 
ESCRT détiennent aussi un rôle essentiel dans le tri des protéines qui seront 
acheminées vers des vésicules qui seront dégradées à travers leur fusion avec le 
lysosome. Au centre de cette opposition entre les fonctions physiologiques et 
pathologiques, les cellules se sont adaptées afin de limiter l’activité de TSG101 lors 
d’une infection virale, en provoquant notamment son ISGylation (481, 484, 485). En 
effet, en réponse aux interférons, la production d’ISG15 et sa conjugaison par l’action 
consécutive de l’enzyme activatrice E1, de l’enzyme de conjugaison E2 et de la 
ligase E3, permet de limiter le bourgeonnement des virus, la production d’exosomes, 
tout en favorisant la destruction des vésicules et de leur contenu par fusion 
lysosomale (485, 486). Puisque TFG est nécessaire à l’induction optimale d’ISG15 
suivant une infection virale, sa régulation pourrait influencer l’activité de TSG101. En 
fait, présent au niveau des endosomes (chapitre 3, figure 2A), TFG a aussi été 
identifié en tant que partenaire potentiel de TSG101 (487, 488) et de TRIM25, une E3 
ligase pouvant catalyser l’ISGylation de protéines (381). Bien que la ligase favorisant 
l’ISGylation de TSG101 n’ait pas été identifié, sa liaison possible avec TRIM25 (489) 
favorise une situation où TFG pourrait faciliter le rapprochement entre ces protéines 
et ainsi permettre  la régulation de TSG101 et ainsi, influencer le bourgeonnement 
des virus et/ou la dégradation endolysosomale de certaines protéines virales et 
endogènes.  
De par sa capacité à lier un grand nombre de molécules et en favorisant 
l’organisation du transport intracellulaire de protéines, TFG présente de nombreux 
effets envisageables dans la coordination, la répartition et le soutien des systèmes de 
la réponse antivirale innée. Néanmoins, peu d’informations concernant la régulation 
même de TFG sont connues. Quelques pistes de sa régulation post-traductionnelle 
ont été déterminées lors de la caractérisation du rôle de TRIM68, une ubiquitine 
ligase. En fait, TRIM68 favoriserait la dégradation lysosomale de TFG en catalysant 
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son ubiquitination. Ce faisant, TRIM68 aurait un rôle négatif dans l’induction des IFN-
b (490). D’autre part, l’identification de TFG en tant que substrat possible de la 
tyrosine kinase c-Src représente une piste supplémentaire de la régulation de 
l’activité de TFG, particulièrement dans la voie PI3K/mTOR (380). Similairement, 
l’identification du phosphoprotéome des MEFs Tsc2-/-, présentant une activation 
constitutive de mTORC1, a permis la détection de TFG en tant que substrats de la 
voie de mTORC1 ou d’une de ses kinases en aval (491). Un effort visant à 
caractériser plus précisément les modes de régulation post-traductionnelle de TFG 
pourra définitivement mieux décrire les subtilités de ses effets dans l’immunité innée, 
de même que dans certaines pathologies. 
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CHAPITRE 5 – CONCLUSION 
L’identification de la fine régulation des mécanismes moléculaires qui soutiennent et 
régulent la formation d’une réponse immunitaire adéquate demeure importante à la 
découverte éventuelle de nouvelles cibles thérapeutiques en immunité. La 
caractérisation des déterminants moléculaires contrôlant la réponse antivirale pourrait 
donc permettre de stimuler le développement de traitements antiviraux visant à 
renforcer et optimiser la réponse de l’hôte. Ce faisant, alors que la majeure partie des 
traitement antiviraux actuels sont virostatiques, ces nouveaux agents 
immunomodulateurs seraient plutôt virocides et auraient un large spectre d’activité. 
Par ailleurs, un tel développement d’immunothérapies aura aussi un impact important 
sur le traitement des maladies autoimmunes et des cancers.  
Les résultats présentés à même ce mémoire démontrent le rôle d’un nouveau 
régulateur positif de la réponse antivirale innée, la protéine TRK-Fused Gene. En 
somme, TFG semble permettre le rapprochement entre de nombreuses composantes 
protéiques de la défense innée contre les virus à ARN. Cet effet pourrait être expliqué 
par sa capacité à interagir avec différentes protéines de manière favoriser 
l’établissement d’un macrocomplexe comprenant minimalement MAVS, TRAF3 et 
TBK1.  La création de ce complexe pourrait aussi provenir du rôle structurant de 
TFG, dont l’expression permet de maintenir les contacts nécessaires entre les 
organelles. Ce faisant, TFG, par son rôle au niveau du système de transport 
protéique et par sa capacité à interagir directement avec de nombreux partenaires, 
semble fournir une structure charnière pour le développement d’un réseau de 
signalisation menant globalement à l’activation de TBK1, à l’augmentation 
subséquente de l’activité transcriptionnelle d’IRF3 et à la production éventuelle d’IFNs 
et d’ISGs (chapitre 5, figure 1). 
Par ailleurs, la caractérisation du rôle de TFG a permis d’établir un nouveau 
lien entre la voie de signalisation des RLRs et l’activation de la voie impliquant 
mTOR. Le réseau formé de polymères de TFG semble en fait permettre le 
positionnement adéquat des effecteurs canoniques des RLRs auprès de mTOR de 
manière à stimuler sa phosphorylation et son activation (chapitre 5, figure 1). Ce 
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faisant, en assurant le maintien de l’organisation organellaire et en favorisant le 
transport des protéines, TFG semble jouer plusieurs rôles visant à stimuler la 
transcription, de même que la traduction des facteurs antiviraux.  
Globalement, ce nouveau modèle de la signalisation de l’immunité innée établit 
ainsi un lien fonctionnel direct entre l’activation adéquate de l’effecteur 
transcriptionnel TBK1 et celle de l’effecteur traductionnel mTOR de manière à assurer 
une production efficiente de protéines antivirales. Les kinases TBK1 et mTOR, ayant 
chacune des rôles variés au niveau des voies de la survie et de la croissance 
cellulaire, de l’autoimmunité et de l’autophagie, la découverte de leur régulation par 
TFG aura sans doute de nombreuses répercussions sur le domaine de l’immunité, 
mais aussi au niveau des maladies autoimmunes et des cancers.  
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Figure 1 : Modèle unifié proposé du rôle de TFG. 
TFG, ici représenté par une matrice polymérique de couleur orange, facilite l’assemblage des 
vésicules de transport COPII au niveau de l’ERES de manière à favoriser l’export de protéines du ER 
vers les autres organelles. Par ailleurs, ce réseau permet le rapprochement de différents 
compartiments sous-cellulaires incluant le ER, l’ERGIC, l’appareil de Golgi et la mitochondrie. En 
favorisant de tels contacts et en interagissant directement avec de nombreux effecteurs de l’immunité 
innée, TFG semble permettre la formation du macrocomplexe moléculaire fonctionnel composé de 
MAVS, TRAF3, TBK1 et potentiellement TANK et NEMO. Ainsi, suivant la reconnaissance d’acides 
nucléiques viraux, TFG permet l’autophosphorylation activatrice de TBK1 en Ser172. Ce faisant, TBK1 
stimule l’activité d’IRF3 à travers sa phosphorylation au niveau de la Ser396 ce qui mène 
subséquemment à la transcription des IFNs de type I et de nombreux ISGs.  Les résultats préliminaires 
suggèrent par ailleurs que TFG serait en mesure d’établir un rapprochement entre TBK1 et mTOR. 
Dans ce microenvironnement, mTOR deviendrait pleinement actif suivant son interaction avec les 
GTPases Rheb environnantes et sa phosphorylation directe par TBK1 sur sa Ser2159. Globalement, 
TFG favoriserait ainsi la signalisation de l’immunité innée en couplant l’activation des effecteurs 
transcriptionnels (TBK1) au effecteurs de la traduction (mTOR) de manière à favoriser la production 
rapide et efficace de protéines possédant une activité antivirale. Le modèle a été créé en utilisant les 
gabarits de Servier Medical Art sous une licence non restrictive CCBY 3.0 (https://smart.servier.com/).
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ANNEXE : ARTICLE EN CO-AUTEUR 
MISE EN CONTEXTE 
Le présent mémoire présente les grandes molécules régulatrices et le système 
d’organisation structurel sur lequel s’assoit la réponse antivirale. Au-delà de ces 
acteurs clés et biens caractérisés de la signalisation de l’immunité innée antivirale, 
une myriade de facteurs supplémentaire influence la réponse antivirale en régulant 
positivement ou négativement l’activité d’effecteurs majeurs de la signalisation 
antivirale. Cette étude s’inscrit ainsi dans l’identification de facteurs impliqués dans la 
régulation fine de la voie de signalisation RLR-IRF3.  IRF3 et ses coactivateurs 
CBP/p300 sont sujets à plusieurs modifications post-traductionnelles régulatrices. 
Récemment, b-catenine a d’ailleurs été identifiée en tant que coactivateur permettant 
la transcription d’IFNs-b en facilitant le recrutement de CBP/p300 à IRF3.   
 À travers cette étude, nous identifions les isoformes de la glycogen synthase 
kinase (GSK-3a et GSK-3b) comme étant nécessaire à la formation d’une réponse 
antivirale adéquate. Cet effet découlerait d’ailleurs de leur activité kinase. L’activation 
des isoformes de GSK-3 suivant une infection virale résulte en fait en la 
phosphorylation de b-catenine promulguant par le fait même la liaison à l’ADN d’IRF3 
et la production d’ISGs.  
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Fine-Tuning of the RIG-I-Like Receptor/Interferon Regulatory Factor
3-Dependent Antiviral Innate Immune Response by the Glycogen
Synthase Kinase 3/-Catenin Pathway
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Bradley W. Doble,c Marc J. Servanta
Faculty of Pharmacy, Université de Montréal, Montréal, Québec, Canadaa; Lunenfeld-Tanenbaum Research Institute, Mount Sinai Hospital, Toronto, Ontario, Canadab;
Stem Cell and Cancer Research Institute, McMaster University, Hamilton, Ontario, Canadac
Induction of an antiviral innate immune response relies on pattern recognition receptors, including retinoic acid-inducible gene
1-like receptors (RLR), to detect invading pathogens, resulting in the activation of multiple latent transcription factors, includ-
ing interferon regulatory factor 3 (IRF3). Upon sensing of viral RNA and DNA, IRF3 is phosphorylated and recruits coactivators
to induce type I interferons (IFNs) and selected sets of IRF3-regulated IFN-stimulated genes (ISGs) such as those for ISG54
(Ifit2), ISG56 (Ifit1), and viperin (Rsad2). Here, we used wild-type, glycogen synthase kinase 3 knockout (GSK-3/), GSK-
3/, and GSK-3/ double-knockout (DKO) embryonic stem (ES) cells, as well as GSK-3/ mouse embryonic fibroblast
cells in which GSK-3 was knocked down to demonstrate that both isoforms of GSK-3, GSK-3 and GSK-3, are required for
this antiviral immune response. Moreover, the use of two selective small-molecule GSK-3 inhibitors (CHIR99021 and BIO-ace-
toxime) or ES cells reconstituted with the catalytically inactive versions of GSK-3 isoforms showed that GSK-3 activity is re-
quired for optimal induction of antiviral innate immunity. Mechanistically, GSK-3 isoform activation following Sendai virus
infection results in phosphorylation of -catenin at S33/S37/T41, promoting IRF3 DNA binding and activation of IRF3-regu-
lated ISGs. This study identifies the role of a GSK-3/-catenin axis in antiviral innate immunity.
Induction of an antiviral innate immune response relies on pat-tern recognition receptors, including those belonging to the ret-
inoic acid-inducible gene 1 (RIG-I)-like receptors (RLR), Toll-
like receptor (TLR), and recently characterized DNA sensor
families, to detect and respond to invading pathogens, resulting in
the production of type I interferons (IFNs) and proinflammatory
cytokines (1, 2). The expression of these cytokines is the result of
the activation of signaling pathways that culminate in the activa-
tion of a number of latent transcription factors, including IFN
regulatory factor 3 (IRF3) (3). C-terminal phosphorylation of
IRF3 by the IB kinase (IKK)-related kinases TANK-binding ki-
nase 1 (TBK1) and IKKi (4, 5) results in its dimerization and
interaction with the transcriptional coactivators CREB-binding
protein (CBP)/p300, which are required for the DNA binding ac-
tivity of IRF3 to induce type I IFNs and selected sets of IRF3-
regulated IFN-stimulated genes (ISGs) such as those for ISG54
(Ifit2), ISG56 (Ifit1), and viperin (Rsad2) (6). Recently, -catenin
has also been reported to act as a coactivator of IFN- transcrip-
tion allowing the recruitment of the acetyltransferase CBP/p300 to
IRF3 (7–9). IRF3 and its coactivators are subject to positive or
negative regulation by posttranslational modifications, protein
phosphorylation being the most common (9–11).
Glycogen synthase kinase 3 (GSK-3) is a serine/threonine pro-
tein kinase that is expressed ubiquitously in most cell types. In
mammals, two distinct genes encode GSK-3, generating two re-
lated proteins, GSK-3 and GSK-3. The kinase domains of these
GSK-3 isoforms are 98% similar in their coding sequences and
85% similar in their amino acid sequences (12). Unlike most pro-
tein kinases, GSK-3 is active in unstimulated resting cells and can
be positively or negatively regulated by phosphorylation. Kinase
activity of GSK-3 is negatively regulated by phosphorylation at
residue Ser9 on GSK-3 and residue Ser21 on GSK-3, while
phosphorylation of a tyrosine residue located in the T loop
(Tyr279 in GSK-3 and Tyr216 in GSK-3) allows increased and
sustained phosphotransferase activity toward a large number of
substrates (13, 14). One key substrate of GSK-3 is -catenin, the
intracellular cytoplasmic levels of which are kept low in resting
cells by degradation via a multiprotein destruction complex con-
taining GSK-3, casein kinase 1 (CK1), axin, adenomatous polyp-
osis coli, protein phosphatase 2A (PP2A), and the E3-ubiquitin
ligase -transducin repeat-containing proteins (-TrCP) (15).
-Catenin is phosphorylated by CK1 at Ser45, creating a priming
site for phosphorylation by GSK-3, which in turn phosphorylates
-catenin at Thr41, Ser37, and Ser33 in a sequential manner.
Phosphorylation of Ser37 and Ser33 creates a binding site for
-TrCP, resulting in proteosomal degradation of -catenin (16).
Therefore, these GSK-3 phosphoacceptor sites are part of a do-
main of -catenin often qualified as the phosphodegron motif.
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Recently, it was shown that -catenin phosphorylation by GSK-3
does not inevitably lead to its degradation but may have important
regulatory functions (reviewed in references 17 and 18).
GSK-3 influences a multitude of cellular activities, such as glu-
cose metabolism, transcriptional regulation, oncogenesis, the cell
cycle, and immunity, and dysregulation of the kinase has been
linked to the initiation and progression of diseases such as Alzhei-
mer’s disease, diabetes, and cancer. The isoforms GSK-3 and
GSK-3 have redundant functions in Wnt/-catenin signaling
(19, 20), early stages of chondrocyte differentiation (21), and
mixed-lineage leukemia cell proliferation and transformation
(22). However, their roles do not entirely overlap, as the ablation
of each isoform in the mouse has a distinct consequence. GSK-3
knockout mice die before or at birth because of liver apoptosis or
malformation of the heart (23, 24), while animals lacking GSK-3
are viable but sensitized to insulin (25). Indeed, GSK-3 and
GSK-3 have been shown to have different functions in metabo-
lism, cell differentiation, and cardiovascular development (26–
28). At the molecular level, both isoforms play important roles in
various signaling pathways, including the Wnt, Notch, Hedgehog,
nuclear factor B (NF-B), Ras/mitogen-activated protein kinase
(MAPK), cyclic AMP, transforming growth factor (TGF-)/ac-
tivin, phosphatidylinositol-3= kinase, jun kinase/stress-activated
protein kinase (JNK/SAPK), and Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription (JAK/STAT) pathways (29). These
protein kinases influence multiple components of the innate and
adaptive arms of the immune system, where they act as important
regulators of the fine balance between pro- and anti-inflammatory
cytokine production (30). Interestingly, most of the functions of
GSK-3 isoforms in immune systems are mediated through control
of transcription factors mediating cytokine production (reviewed
in reference 31).
More recently, GSK-3 and -catenin have been shown to play
important roles in the context of antiviral innate immunity and
the type I IFN response. In the case of TLR4 stimulation, GSK-3
negatively regulates (32) while -catenin promotes IFN- pro-
duction in response to lipopolysaccharides (7). However, in RLR
signaling pathways, a consensus picture has not yet emerged,
likely because of the use of different experimental strategies, non-
selective GSK-3 inhibitors, overexpression conditions, and in vitro
assays. In fact, GSK-3 was shown to either negatively (33) or pos-
itively (34) regulate the antiviral type I IFN response. Interest-
ingly, the latter study proposed that the GSK-3 isoform (but not
GSK-3) plays positive roles in virus-triggered IRF3 activation
and IFN- induction by promoting TBK1 activation in a manner
independent of its kinase activity. As for the GSK-3 substrate
-catenin, it was reported to act as a coactivator in IRF3-mediated
ifnb gene activation in response to Sendai virus (SeV) and vesicu-
lar stomatitis virus (VSV) infections, but the role of a GSK-3/-
catenin axis was not addressed (7, 8). Therefore, despite efforts to
ascertain the role of GSK-3 and -catenin involvement in the
antiviral responses, a comprehensive study addressing both iso-
forms of GSK-3 and the role of the GSK-3/-catenin axis in anti-
viral innate immunity was lacking.
Here, we report the essential roles of both GSK-3 and
GSK-3 in antiviral innate signaling, indicating that GSK-3 is an
important regulator of the cellular antiviral response. In addition,
by using molecular and pharmacological approaches, we demon-
strate that functions of GSK-3 are dependent upon its kinase ac-
tivity through the phosphorylation of -catenin, facilitating IRF3
DNA binding.
MATERIALS AND METHODS
Antibodies, reagents, and plasmids. Anti-GSK-3 (catalog no. 9338),
anti-GSK-3 (catalog no. 9315), anti-p-GSK-3/ Thr279/216 (catalog
no. G5791), anti-p-IRF3 Ser396 (4D4G; catalog no. 4947), anti-p-TBK1/
NAK Ser172 (D52C2; catalog no. 5483), and anti-p--catenin Ser33/37/
Thr41 (catalog no. 9561) antibodies were purchased from Cell Signaling
(Danvers, MA). Anti-human ISG54 (catalog no. NBP1-31164), anti-hu-
man ISG56 (catalog no. NBP1-32329), and anti-TBK1 (72B587; catalog
no. IMG-270A) antibodies were purchased from Novus Biologicals
(Littleton, CO). Anti-CBP (A-22; catalog no. sc-369/sc-369X) and anti-
IRF3 (FL-425 [catalog no. sc9082/sc-9082X] and C-20 [catalog no. sc-
15991]) antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,
CA). Anti-FLAG (catalog no. F7425), anti--actin (AC-74; catalog no.
A2228), and anti--tubulin (DM1A; catalog no. T6199) antibodies were
purchased from Sigma, Oakville, ON, Canada. -Catenin (catalog no.
2337-1; Epitomics, Burlingame, CA), mouse -catenin active (catalog no.
05-666; Millipore), and viperin (AT131; catalog no. ALX-210-956; Enzo
life Sciences, Plymouth Meeting, PA) antibodies were from the companies
indicated. Anti-mouse ISG54 and anti-mouse ISG56 were kindly pro-
vided by Ganes C. Sen (The Lerner Research Institute, Cleveland, OH).
Poly(I · C) was from GE HealthCare (Waukesha, WI) and was trans-
fected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen) at a final concentration of
1.0 g/ml. CHIR99021 (CHIR; catalog no. 1748-5) was purchased
from BioVision (Milpitas, CA), and BIO-acetoxime (BIO-ac; catalog
no. 361551) was obtained from EMD Millipore Chemicals (Billerica,
MA). Polybrene and puromycin were purchased from Sigma (St.
Louis, MO).
Reporter plasmids pGL3-IFN--Luc and pGL3-ISRE-Luc have been
described previously (35). pNF-B-Luc was from Stratagene (La Jolla,
CA), and Renilla reporter plasmid pRL-TK was from Promega (Madison,
WI). Plasmids encoding FLAG-TBK1, FLAG-IKKi, and FLAG–IRF3-5D
were provided by Rongtuan Lin (McGill University, Montreal, Quebec,
Canada), and a plasmid encoding FLAG–-catenin was provided by
Daniel Lamarre (Université de Montréal, Montreal, Quebec, Canada).
Plasmid pGL3-OT (TOPFlash) was a kind gift from Sylvain Meloche
(Université de Montréal, Montreal, Quebec, Canada). Lentiviral plasmid
pLenti6-V5-LargeT was kindly provided by Sylvain Meloche (Université
de Montréal, Montreal, Quebec, Canada) with kind permission from Ber-
nard Thorens (University of Lausanne, Lausanne, Switzerland). A phos-
phodeficient mutant form of -catenin (S33A S37A T41A; referred to
here as -catenin 3A) was generated with the QuikChange Multi site-
directed mutagenesis kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).
Cell culture and infections. Human cervical carcinoma (HeLa), hu-
man endometrial carcinoma 1B (HEC-1-B), and human embryonic kid-
ney (HEK) 293T cell lines and primary human fetal lung fibroblasts
(MRC-5) were purchased from the American Type Culture Collection
(Manassas, VA), and immortalized GSK-3 knockout mouse embryonic
fibroblasts (MEFs) have been described previously (23). All cell lines were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (Multicell, Wisent,
St-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum
(Multicell, Wisent). SeV strain Cantell was obtained from Specific-Patho-
gen-Free Avian Supply (Charles River Laboratories, North Franklin, CT)
and used at 200 hemagglutinating units (HAU)/ml. Green fluorescent
protein (GFP)-expressing VSV (VSV-M51R-GFP; kindly provided by
Benjamin tenOever, Mount Sinai Hospital, New York, NY) was propa-
gated in Vero cells and quantified by standard plaque assay.
ES cell lines and culture. Wild-type (WT), GSK-3/, GSK-3/,
and GSK-3/ double-knockout (DKO) mouse embryonic stem (ES) cell
lines have previously been described (19, 36). Cell lines generated from
DKO mouse ES cells that stably express WT or kinase-dead (K148A)
GSK-3 and WT or kinase-dead (K85A) GSK-3 have been described
earlier (19, 36).
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All of the ES cell lines were maintained in Dulbecco’s modified Eagle
medium (Multicell, Wisent) supplemented with 15% ES cell-tested fetal
bovine serum (Multicell, Wisent), 100 M 2-mercaptoethanol (catalog
no. M7522; Sigma-Aldrich), 1 mM modified Eagle medium nonessential
amino acids (Wisent), 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate
(Wisent), and 1,000 U/ml leukemia inhibitory factor (ESGRO; Millipore).
Stable cell lines were maintained in medium supplemented with 250
g/ml hygromycin (Invitrogen) to maintain selective pressure for trans-
gene expression. Hygromycin was removed from the culture 24 h before
each experiment to rule out possible interference.
Cre-mediated deletion of exon 3 of the mouse -catenin gene. Non-
immortalized CATNBex3-flox/flox/ MEFs were infected with the adenovi-
ral Cre recombinase expression system Ad(RGD)-GFP-iCre (Vector Bio-
labs, Philadelphia, PA) at a multiplicity of infection (MOI) of 500 to delete
exon 3 of the mouse -catenin gene. Cells were maintained for a further 4
days to ensure turnover of the residual -catenin protein before infection
with SeV for 8 h, and RNA was isolated for reverse transcription-quanti-
tative PCR (RT-qPCR). CATNBex3-flox/flox/ MEFs were immortalized by
lentivirus-based large T antigen expression and used for electrophoretic
mobility shift assays (EMSAs) and VSV-GFP-based antiviral assays. Im-
mortalized CATNBex3-flox/flox/ MEFs were infected with the Cre recom-
binase expression system Ad(RGD)-GFP-iCre or Ad(RGD)-CMV-iCre
(Vector Biolabs) as described above or, as controls, infected with
Ad(RDG)-GFP or Ad(RDG)-CMV-Luc (Vector Biolabs), respectively.
Lentiviral vector production and transduction. The RNAi Consor-
tium (TRC)/Mission shRNA lentiviral vectors targeting GSK-3
(TRCN0000010340 and TRCN0000038681) and nontargeting control
(SHC002) short hairpin RNA (shRNA) were purchased from Sigma (St.
Louis, MO). Lentiviral vector production was conducted as described
previously (37). Briefly, 293T cells (3.5  106 in a 100-mm dish) were
transfected with 6 g of a nontargeting control, specific shRNA, or
pLenti6-V5-LargeT along with 1.5 g of pMDLg/pRRE, 1.5 g of pRSV-
REV, and 3 g of pVSVg. The medium was replaced with fresh medium at
16 h posttransfection. On the following day, medium containing lentivi-
rus was harvested and filtered through a 0.45-m filter before storage
at 80°C until use. Lentiviral titers were determined by limiting-dilu-
tion assay with HeLa cells as described previously (38). GSK-3/ or
CATNBex3-flox/flox/ MEFs were infected with lentivirus for 24 h in the
presence of 8 g/ml Polybrene and then subjected to puromycin or blas-
ticidin selection, respectively, for 4 days (2 g/ml). Following selection,
the immortalized CATNBex3-flox/flox/ MEFs were maintained in culture
in the presence of blasticidin (1 g/ml).
Western blot and coimmunoprecipitation analyses. Western blot
and coimmunoprecipitation analyses were accomplished according to
previously described procedures (35, 39). Briefly, whole-cell extracts
(WCEs) were prepared in Triton X-100 lysis buffer (50 mM Tris, pH 7.4;
150 mM NaCl; 50 mM NaF; 5 mM EDTA; 10% glycerol; 1 mM Na3VO4;
40 mM -glycerophosphate; 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride; 5
g/ml of leupeptin, pepstatin, and aprotinin; 1% Triton X-100) and re-
solved by 7.5 or 10% SDS-PAGE with an SE400 electrophoresis apparatus
(GE Healthcare). The proteins were electrotransferred onto a nitrocellu-
lose membrane (BioTrace NT, Pall Gelman Laboratory, Ann Arbor, MI)
with a Trans-Blot electrophoretic transfer cell (Bio-Rad). The membranes
were probed with primary antibodies, followed by a horseradish peroxi-
dase (HRP)-conjugated secondary Ig raised against the appropriate spe-
cies (KPL, Gaithersburg, MD), and bands were detected with the Western
Lightning ECL kit (Perkin-Elmer, Waltham, MA). For coimmunoprecipi-
tation assays, WCEs were incubated with 1 g of antibody at 4°C over-
night. Immune complexes were captured with 40 l of a protein A-Sep-
harose suspension and washed five times with Triton X-100 lysis buffer
complemented with protease inhibitors, and bound proteins were eluted
with 50 l of 2 sample buffer.
RNA isolation and RT-qPCR analysis. Relative mRNA expression
was performed by RT-qPCR analysis as previously described (35). After
stimulation, total RNA was extracted from ES cells with TRIzol reagent
(Invitrogen). RNA was quantified with NanoPhotometer (Implen
GmbH, Munich, Germany), and samples were evaluated for integrity with
a 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). RNA (2 g)
was reverse transcribed into cDNA with the High Capacity cDNA reverse
transcription kit with random primers (Applied Biosystems), and qPCR
analysis was performed by TaqMan technology on an ABI PRISM 7900HT
sequence detection system (Applied Biosystems) as described by the
manufacturer. Reaction mixtures contained 1.5 l of cDNA (diluted 1/5),
5 l of 2 TaqMan Fast qPCR master mix (Applied Biosystems), and 0.5
l of 20 TaqMan gene expression assay (Applied Biosystems) in a final
volume of 10 l in a 384-well plate. A no-template control (in which the
cDNA was replaced with water) was included. Amplification conditions
were 95°C for 3 min, followed by 45 cycles of 95°C for 5 s and 60°C for 30 s.
All qPCRs were done in triplicate for each sample and all of the genes.
Relative mRNA expression was calculated according to the comparative
threshold (CT) formula 2
		CT, where 		CT 
 	CT test sample – 	CT
calibrator sample and 	CT 
 CT(target) – CT(endogenous control). Hprt
(hypoxanthine phosphoribosyltransferase gene) and Tbp (TATA binding
protein gene) were used as endogenous control genes. The sequences of
the primers and Universal Probe Library (UPL) probes used are listed in
Table 1.
Reporter gene assays and ELISA. Subconfluent 293T cells (0.4  106)
were transfected with 40 ng of pGL3-IFN--Luc or pGL3-ISRE-Luc or
pGL3-OT (TOPFlash) along with 10 ng of the pRL-TK reporter (internal
control expressing Renilla luciferase) by the CaPO4 transfection method
in 48-well plates. Cells were harvested 24 h posttransfection and lysed with
passive lysis buffer (Promega). Extracts were assayed with a Dual-Lucif-
erase reporter assay kit (Promega) according to the manufacturer’s in-
structions, and data were expressed as firefly luciferase values divided by
Renilla luciferase values. IFN- production in supernatants was deter-
mined with the VeriKine mouse IFN- enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kit (PBL Assay Science, Piscataway, NJ) according to the
manufacturer’s instructions.
VSV-GFP-based antiviral assay and flow cytometry analysis. The
antiviral state of cells following GSK-3 knockdown or deletion of
exon 3 of the -catenin gene was measured by VSV-GFP reporter virus
replication as described previously (40). Briefly, cells were infected
with VSV-M51R-GFP and monolayers were examined and photo-
graphed with an inverted fluorescence microscope (Zeiss, Goettingen,
Germany) at 16 h postinfection. Moreover, VSV-M51R-GFP-infected
cells were trypsinized, fixed with 2% paraformaldehyde in phosphate-
TABLE 1 RT-qPCR probes and primers used in this study
Gene RefSeq accession no. UPL probe
Primer sequence
Forward Reverse
Ifnb1 NM_010510.1 18 CTGGCTTCCATCATGAACAA AGAGGGCTGTGGTGGAGAA
Rsad2 NM_021384 100 GAGATTCTGCAAGGAGGAGCTA TGTCGCAGGAGATAGCAAGA
Ifit1 NM_008331.3 6 TCTAAACAGGGCCTTGCAG GCAGAGCCCTTTTTGATAATGT
Ifit2 NM_008332.3 42 CAATGCTTAGGGGAAGCTGA TGATTTCTACTTGGTCAGGATGC
Hprt NM_013556.2 95 TCCTCCTCAGACCGCTTTT CCTGGTTCATCATCGCTAATC
Tbp NM_013684.3 107 CGGTCGCGTCATTTTCTC GGGTTATCTTCACACACCATGA
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buffered saline (PBS), and analyzed by FACScalibur (BD Bioscience)
with BD FACSDiva software.
EMSA. To measure IRF3 DNA binding activity, an EMSA was per-
formed as previously described (41). Briefly, 15 g of nuclear extract was
incubated with 500,000 cpm of a -32P-labeled double-stranded oligonu-
cleotide containing the human ISG15 ISRE (IFN-stimulated response el-
ement) at room temperature for 15 min in a DNA binding buffer contain-
ing 20 mM HEPES (pH 7.0), 40 mM KCl, 20 mM NaCl, 10 mM NaF, 1
mM MgCl2, 1 mM -glycerophosphate, 1 mM dithiothreitol, 0.1 mM
EDTA, 4% (vol/vol) Ficoll, 0.08% (vol/vol) Triton X-100, and 2 g of
poly(dI-dC) in a final volume of 25 l. Included in parallel were controls
in which reaction mixtures were preincubated with 1 l of an anti-IRF3
antibody, a homologous unlabeled oligonucleotide (10-fold), or a mu-
tated unlabeled oligonucleotide (10-fold) for 15 min at 4°C before the
addition of the radiolabeled oligonucleotides. In the case of MEF cells, the
EMSA reaction was performed with 15 g of WCE at 4°C for 15 min, and
as controls, selected samples were preincubated with 2.5 l of an anti-
IRF3 antibody for 60 min at 4°C. Reaction products were resolved at 150
V for 3 h on a 5% acrylamide and 0.2% N,N=-methylenebisacrylamide
polyacrylamide gel in 0.25 Tris-borate-EDTA running buffer. The gels
were dried and exposed for autoradiography with Typhoon scanner 9410.
The sequence of the double-stranded oligonucleotides used (sense orien-
tation) was 5=-GATCGGGAAAGGGAAACCGAAACTGAAGCCA-3=.
The mutated oligonucleotide was identical except for the substitution of a
C for the underlined G (42).
Chromatin immunoprecipitation (ChIP). HeLa cells (1  107) or
transfected 293T cells (3  106) were cross-linked with 1% formaldehyde
for 10 min at room temperature, 125 mM glycine was added, and the
mixture was incubated for 5 min. Cells were then washed in ice-cold PBS
and lysed with radioimmunoprecipitation assay buffer (50 mM Tris-HCl,
pH 7.4; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 50 mM NaF; 40 mM -glycerophos-
phate; 1% Triton X-100; 10% glycerol; 0.1% SDS; 0.05% sodium deoxy-
cholate; 0.1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride; 5 g/ml leupeptin, pep-
statin, and aprotinin). Cellular extracts containing chromatin were
sonicated on ice to shear the DNA to 500 bp with a Fisher Sonic Dis-
membrator 500 (eight cycles of 15 pulses at 30% amplitude). After cen-
trifugation at 12,000  g for 5 min at 4°C, soluble chromatin fractions
were precleared with protein A/G magnetic beads (Dynabeads; Invitro-
gen) for 1 h and 5 g of IRF3 antibody (FL-425; Santa Cruz sc-9082X) or
FLAG antibody (Sigma F7425) was incubated with 5 to 25 g of chroma-
tin overnight at 4°C. Rabbit IgG was used in parallel as a negative control.
Protein-DNA complexes were pulled down with protein A/G magnetic
beads for 1 h, washed sequentially with cold low-salt buffer (20 mM Tris-
HCl, pH 8.1; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA; 0.1% SDS; 1% Triton X-100),
high-salt buffer (20 mM Tris-HCl, pH 8.1; 500 mM NaCl; 2 mM EDTA;
0.1% SDS; 1% Triton X-100); LiCl wash buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.1;
1 mM EDTA; 250 mM LiCl; 1% NP-40; 1% sodium deoxycholate), and
TE buffer (10 mM Tris-HCl, pH 8.1; 1 mM EDTA) and then eluted with
fresh elution buffer (1% SDS, 0.1 M NaHCO3) at room temperature.
Eluted DNA was reverse cross-linked at 65°C overnight, treated with
RNase A (3 g/ml, 30 min at 37°C) and proteinase K (200 g/ml), ex-
tracted with phenol-chloroform, and then ethanol precipitated with lin-
ear polyacrylamide as the carrier (43). Input and purified DNA was ana-
lyzed by qPCR with the EvaGreen-2X kit from ABM (Richmond, BC,
Canada) on a Rotor-Gene 2000 apparatus. Each sample was normalized to
the input material and shown as fold induction versus dimethyl sulfoxide
(DMSO)-treated samples or mock-infected cells. The primers used have
been described earlier (8) and were as follows: ISG56 ISRE, 5=-GAATTC
CGCTAGCTTTAGTTTCAC-3= and 5=-CCCCAAGACAGTGTTATATA
AGGG-3=; ISG56 Exon 2, 5=-CCTCCTTGGGTTCGTCTACAA-3= and
5=-AATGAAATGTGAAAGTGGCTGATA-3=.
Statistical analyses. Statistical analyses were performed with Prism
version 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Comparison of two
groups was carried out with a two-tailed unpaired t test, and comparison
of more than two groups was carried out by one-way analysis of variance.
Differences were considered significant at P values of 0.05.
Identification numbers of genes and proteins mentioned in the text.
The identification numbers of the human and mouse genes and proteins
mentioned here are as follows: GSK-3, 2931/6064961; GSK-3, 2932/
56637; MAVS, 57506/228607; ISG56, 3434/15957; ISG54, 3433/15958;
TBK1, 29110/56480; RIG-I, 23586/230073; IRF3, 54131/3661; IKKi, 9641/
56489; IFN-, 3456/15977; -catenin (CTNNB1), 1499/12387; Cxcl10,
3627/15945; viperin, 91543/58185.
RESULTS
Both isoforms of GSK-3, GSK-3 and GSK-3, are required for
the induction of representative IRF3-regulated genes. To clarify
the role of GSK-3 and GSK-3 in antiviral signaling, we used an
allelic series of mouse undifferentiated ES cells lacking GSK-3 iso-
forms (WT, GSK-3/, GSK-3/, or GSK-3/ DKO). As
reported, high levels of -catenin were found in DKO cells. How-
ever, we observed that expression of ISG54 protein and IFN-
production in response to SeV infection were decreased in the
absence of either isoform of GSK-3 and further decreased in DKO
cells (Fig. 1A and B). Consistently, mRNA induction of IRF3-
regulated ISGs Ifnb1, Rsad2 (viperin), Ifit2 (ISG54), and Ifit1
(ISG56) (44–46) in response to infection with SeV or transfection
of synthetic RLR ligand poly(I · C) was decreased in the absence of
either isoform of GSK-3 and was severely compromised in DKO
cells (Fig. 1C). In comparison to a previous study (34), these find-
ings suggest that, in addition to GSK-3, GSK-3 also has a role in
antiviral immunity.
To further confirm the involvement of GSK-3 in a differen-
tiated cell model, we employed shRNA to knock down GSK-3 in
GSK-3/ MEFs. Of the two shRNA constructs used, only one
had 100% alignment with the target sequence, which corre-
sponded to the extent of GSK-3 knockdown (Fig. 2A). Knock-
down of GSK-3 resulted in an increase in -catenin expression
and severely compromised induction of ISG54, ISG56, and vi-
perin activation in response to SeV. Consistently, IFN- produc-
tion in supernatant and induction of IRF3-regulated genes Ifnb1,
Rsad2, Ifit2, and Ifit1 in response to SeV infection were decreased
following the knockdown of GSK-3 (Fig. 2B and C). Moreover,
induction of mRNA for the IRF3-dependent chemokines Cxcl10
and Ccl5 was also decreased (data not shown).
Next, to confirm the role of GSK-3 in a biological context,
GFP-expressing VSV was used to measure the antiviral state of
GSK-3/ MEFs depleted of GSK-3. The VSV mutant (VSV-
M51R-GFP) is a useful indicator to assay the antiviral status of
cells in vitro, as the mutation renders it more sensitive to the in-
hibitory action of type I IFN (47). In agreement with the observed
effect at the level of the IRF3-regulated genes described above,
reduction of the GSK-3 expression level led to a significant in-
crease in VSV-M51R-GFP replication in GSK-3/ MEFs (Fig.
2D and E). Altogether, our results indicate that the GSK-3 iso-
forms are essential antiviral signaling effectors that control the
induction of IRF3-regulated ISGs.
Phosphotransferase activity of both GSK-3 and GSK-3 is
required for antiviral activity. Having determined the essential
roles of the GSK-3 isoforms in the induction of IRF3-regulated
genes and the establishment of a functional antiviral state, we ex-
amined whether phosphotransferase activity is required for their
antiviral functions. We first used the selective GSK-3 inhibitors
CHIR and BIO-ac (also called GSK-3 inhibitor X; note that these
inhibitors target both isoforms equally) (48, 49). The inhibitory
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activity of these two structurally unrelated ATP competitors was
assessed first by treatment of cells transfected with the canonical a
TOPFlash reporter construct, a luciferase reporter containing
three T-cell factor (TCF) response elements that is activated in
response to -catenin elevation (50). Used at concentrations as
low as 2 M, both inhibitors showed activation of the TOPFlash
reporter (Fig. 3A), correlating with the stabilization of -catenin
(Fig. 3C), reflecting the high potency of their GSK-3 phospho-
transferase-inhibiting activity. The effect of pharmacological in-
hibition of GSK-3 on the antiviral innate immune response was
addressed next. Both inhibitors significantly decreased the SeV-
induced activation of the ISRE and IFN- promoters, two IRF3-
regulated promoters (Fig. 3B). However, they were less effective in
inhibiting the SeV-induced activation of the NF-B pathway (data
not shown). We consistently observed decreases in SeV-induced
ISG54 and ISG56 activation in 293T cells treated with BIO-ac or
CHIR compared to that in DMSO-treated cells (Fig. 3C). Of note,
treatment with both inhibitors resulted in the decreased phos-
phorylation of Tyr279 in GSK-3 and Tyr216 in GSK-3, a com-
monly used indicator of GSK-3 phosphotransferase activity (51),
which resulted in -catenin accumulation (Fig. 3C).
To further substantiate the role of GSK-3 kinase activity, we
used DKO ES cells stably reconstituted with either V5-GSK-3
(WT or kinase-dead K148A mutant form) or FLAG–GSK-3 (WT
or kinase-dead K85A mutant form). Validation of the model with
the different constructs was verified at the level of -catenin phos-
phorylation on S33/S37/T41, where a phosphosignal was observed
only in lysates from WT ES cells and from DKO ES cells comple-
mented with WT V5-GSK-3 and FLAG–GSK-3 (Fig. 3D, lanes
1, 3, and 5). Conversely, total -catenin expression was increased
in ES cells lacking GSK-3 or expressing kinase-dead versions in
DKO cells (Fig. 3D, lanes 2, 4, and 6). Using these validated recon-
stituted models (19, 36), we demonstrate that the mRNA induc-
tion of IRF3-regulated genes was partially (Rsad2) or totally (Ifit1
and Ifit2) restored following the expression of either WT V5-
GSK-3 or FLAG–GSK-3. However, expression of kinase-dead
mutants failed to rescue the induction of these ISGs in response to
SeV infection (Fig. 3E).
The GSK-3–-catenin pathway positively regulates antiviral
innate immunity downstream of IRF3 activation. The above
data strongly suggest a role for catalytically active GSK-3 isoforms
in the regulation of RLR signaling events. Thus, to evaluate at what
level of IRF3 signaling GSK-3 might act, we analyzed the effects of
GSK-3 inhibitors on ISRE and IFN- activation mediated by mul-
tiple RLR signaling pathway effectors, including the RNA sensor
RIG-I, mitochondrial antiviral signaling protein (MAVS), the
IRF3 kinases TBK1 and IKKi, and IRF3-5D, a constitutively active
form of IRF3 (52). Both GSK-3 inhibitors (BIO-ac and CHIR)
resulted in statistically significant inhibition of ISRE and IFN-
activation by RIG-I and MAVS (not shown), as well as TBK1,
IKKi, and IRF3-5D (Fig. 4A). In line with this, both inhibitors
decreased ISG54 and ISG56 induction following the transfection
of IRF3-5D (Fig. 4B). Likewise, SeV-induced TBK1 and IRF3
phosphorylation on activating phosphoacceptor sites (11, 53) was
not decreased in either 293T cells exposed to GSK-3 inhibitors
(Fig. 4C) or GSK-3/ MEF cells in which GSK-3 was knocked
FIG 1 Essential roles of GSK-3 and GSK-3 in the induction of IRF3-regulated antiviral genes. WT, GSK-3/, GSK-3/, and GSK-3/ DKO ES cells
were left uninfected or infected with SeV for the times indicated. (A) Whole-cell lysates were subjected to immunoblot analysis with the antibodies indicated. (B)
Supernatant was collected at the postinfection times indicated and analyzed for IFN- production by ELISA. (C) RNA was extracted and analyzed by RT-qPCR
with primers for the genes indicated following infection with SeV or transfection with poly(I · C) (1 g/ml). The expression of each gene is presented relative to
gene induction in WT cells infected with SeV. These results are representative of at least two independent experiments with similar results. ***, P 0.001.
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down (data not shown). Similarly, the activation of TBK1 and
IRF3 and its subsequent nuclear translocation were not impaired
in DKO ES cells (Fig. 4D and E). These data support the notion
that GSK-3 kinase activity acts downstream of TBK1/IKKi activa-
tion, C-terminal domain phosphorylation of IRF3, and its nuclear
translocation. Interestingly, IRF3 DNA binding activity was, how-
ever, greatly decreased in DKO cells compared to that in WT cells
(Fig. 5A). The IRF3 signal was specific, as pretreatment of the
binding reaction mixture with an anti-IRF3 antibody interfered
with the signal. As opposed to the use of an excess (10-fold) of an
ISRE-mutated unlabeled oligonucleotide, the inclusion of a ho-
mologous unlabeled oligonucleotide resulted in undetectable
IRF3 DNA binding activity. Accordingly, the DNA binding activ-
ity of IRF3 was verified in DKO ES cells stably reconstituted with
either (WT or kinase-dead K148A mutant) V5-GSK-3 or (WT
or kinase-dead K85A mutant) FLAG–GSK-3, as validated in
Fig. 3D. As suspected, a partial rescue of IRF3 DNA binding to the
ISRE was observed only in ES cells reconstituted with the catalyt-
FIG 2 GSK-3 is required for antiviral innate immunity in GSK-3/ knockout MEFs. GSK-3/ MEFs were infected with lentiviral vectors encoding
shRNA targeting GSK-3 or with a nontargeting (NT) control shRNA and then subjected to puromycin selection as described in Materials and Methods. Cells
were then infected with SeV (200 HAU/ml) for the times indicated. (A) Whole-cell lysates were subjected to immunoblot analysis with the antibodies indicated.
#40, lentiviral vector TRCN0000010340; #81, lentiviral vector TRCN0000038681. (B) Supernatant was collected at the postinfection times indicated and analyzed
for IFN- production by ELISA. ***, P  0.001. (C) RNA was extracted and analyzed by RT-qPCR with primers for the genes indicated. Expression of mRNA
for each gene is presented relative to that in GSK-3/ MEFs infected with NT control shRNA. (D) Cells were infected with VSV-M51R-GFP at an MOI of 0.01,
and monolayers were examined and photographed with an inverted fluorescence microscope at 16 h postinfection. One representative experiment out of two
independent experiments with similar results is shown. (E) VSV-M51R-GFP infection was determined by quantifying the percentage of GFP-positive cells by
flow cytometry. The data shown were pooled from two independent experiments and are relative to those obtained with NT shRNA-treated cells. FL, fluorescent;
BF, bright field. These results are representative of at least two independent experiments with similar results. *, P  0.05.
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ically active versions of GSK-3 isoforms (Fig. 5B). This shows that
GSK-3 kinase activity likely acts at the transcriptional level, regu-
lating the binding activity of IRF3.
Recent studies have demonstrated a role for -catenin, the ca-
nonical substrate of GSK-3, in IRF3 transcriptional activation (7–
9). However, as observed here, an increase in its expression level
rather correlates with a decrease in the induction of IRF3-regu-
lated genes (Fig. 1 to 3). To further determine the role of the
GSK-3/-catenin axis, we used the well-described gain-of-func-
tion mutant form of -catenin in which exon 3, which encodes the
crucial Ser/Thr residues for priming by CK1 (Ser45) and phos-
phorylation by GSK-3 (Ser33, Ser37, and Thr 41), is flanked by
two LoxP sites (CATNBex3-flox/flox/ MEFs). Deletion of exon 3
precludes the phosphorylation of -catenin by GSK-3, resulting in
its stabilization and nuclear accumulation and the transcriptional
activation of -catenin/TCF-responsive genes (54, 55). As ex-
FIG 3 Pharmacological inhibition of GSK-3 kinase activity blunts antiviral innate immunity. (A) HEK 293T cells were transfected with pGL3-TOPFlash along
with pRL-TK. On the next day, cells were incubated with DMSO and a specific GSK-3 inhibitor (2 M BIO-ac or CHIR) for 24 h. (B) HEK 293T cells were
transfected with pGL3-IFN- or pGL3-ISRE along with pRL-TK. On the next day, cells were incubated with DMSO and a specific GSK-3 inhibitor (BIO-ac or
CHIR) for 2 h at the concentrations indicated before infection with SeV for 16 h in the continuous presence of DMSO or an inhibitor. Relative luciferase activity
was measured as described in Materials and Methods. Mean values  the standard deviations of triplicates are shown. **, P  0.01; ***, P  0.001. These results
are representative of three independent experiments with similar results. (C) HEK 293T cells were incubated with DMSO and a specific GSK-3 inhibitor (2 M
BIO-ac or CHIR) for 2 h, followed by SeV for the times indicated in the continuous presence of inhibitors. Whole-cell lysates were subjected to immunoblot
analysis with the antibodies indicated. (D, E) GSK-3/ DKO ES cells were stably complemented with either WT or the kinase-dead forms of GSK-3 and
GSK-3. (D) Whole-cell lysates were subjected to immunoblot analysis with the antibodies indicated. (E) RNA was extracted from cells left uninfected or infected
with SeV for the times indicated and analyzed by RT-qPCR with primers for the genes indicated. Expression of mRNA for each gene is presented relative to that
in WT cells infected with SeV. *, P  0.05; **, P  0.01; ***, P  0.001. These results are representative of at least two independent experiments with similar
results.
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pected, excision of exon 3 of the gene for -catenin by Cre recom-
binase expression in MEFs resulted in the stabilization of
-catenin (Fig. 6A). Although largely expressed, the generation of
the stabilized form of -catenin correlated with a decrease in DNA
binding activity of IRF3 as part of its holocomplex (6) (Fig. 6B).
Accordingly, this effect is followed by diminished induction of the
Ifnb1, Rsad2, Ifit2, and Ifit1 mRNAs in response to SeV (Fig. 6C).
Moreover, induction of the Cxcl10 and Ccl5 chemokine mRNAs
was also decreased (data not shown). Furthermore, excision of
exon 3 of the -catenin gene by Cre recombinase expression re-
sulted in a dramatic reduction in the ability of infected cells to
mount an antiviral response against VSV (Fig. 6D and E). These
results demonstrate that the phosphodegron motif of -catenin is
required for induction of the antiviral innate immune response.
Thus, we speculate that -catenin phosphorylated by GSK-3
(p--catenin S33/S37/T41) may act to stimulate IRF3 transcrip-
tional activity. If p--catenin S33/S37/T41 is required for this
function, it should be recruited to the IRF3-CBP/p300 holocom-
plex following virus infection. This also implies that -catenin
should be phosphorylated on GSK-3 phosphoacceptor sites fol-
lowing virus infection. Indeed, we observed an increase in the
phosphorylation of the -catenin phosphodegron, which follows
IRF3 phosphorylation in virus-infected ES cells. As expected, the
-catenin phosphosignal was completely absent from DKO cells
(Fig. 7A). In addition, we observed an increase in the -catenin
phosphosignal level following virus infection of HEC-1-B cells, an
IFN-unresponsive cell line (56) (Fig. 7B). Importantly, by using
coimmunoprecipitation assays with HEC-1-B cells and primary
MRC-5 fibroblasts, we documented an accumulation of p--
catenin S33/S37/T41 in IRF3 immunocomplexes following virus
FIG 4 Absence of GSK-3 does not affect IRF3 activation. (A) HEK 293T cells were cotransfected with pGL3-IFN- or pGL3-ISRE (40 ng of each) along with
pRL-TK (10 ng) and the plasmids indicated (10 ng of each). On the next day, cells were incubated with DMSO and a specific GSK-3 inhibitor (BIO-ac or CHIR)
for 24 h. Relative luciferase activity was measured as described in Materials and Methods. Mean values  the standard deviations of triplicates are shown. *, P 
0.05; **, P  0.01; ***, P  0.001. (B) HEK 293T cells were transfected with FLAG–IRF3-5D. On the next day, cells were incubated with DMSO and a specific
GSK-3 inhibitor (2 M BIO-ac or CHIR) for 24 h. Whole-cell lysates were subjected to immunoblot analysis with the antibodies indicated. One representative
experiment out of three independent experiments with similar results is shown. (C) HEK 293T cells were incubated with DMSO and a specific GSK-3 inhibitor
(2 M CHIR or BIO-ac) for 2 h, followed by SeV for the times indicated in the continuous presence of inhibitors. Whole-cell lysates were subjected to
immunoblot analysis with the antibodies indicated. (D) WT and GSK-3/ DKO ES cells were left uninfected or infected with SeV for the times indicated.
Whole-cell lysates were subjected to immunoblot analysis with the antibodies indicated. (E) Nuclear and cytoplasmic extracts were prepared from WT and
GSK-3/ DKO ES cells left uninfected or infected with SeV for the times indicated and then assayed for IRF3 nuclear translocation by immunoblot analysis.
These results are representative of at least two independent experiments with similar results.
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infection (Fig. 7C and D). Moreover, we did not observe any in-
teraction of IRF3 with the unphosphorylated form of -catenin
when using an antibody that specifically recognizes -catenin
when not phosphorylated by GSK-3 (data not shown). Accord-
ingly, ChIP experiments demonstrated that GSK-3 inhibition de-
creased SeV-induced IRF3 recruitment on the ISG56 gene pro-
moter (Fig. 7E). More importantly, the use of a constitutively
active phosphodeficient mutant version of -catenin (FLAG–-
catenin 3A) lacking the GSK-3 phosphoacceptor sites showed that
although it was strongly active in the TOPFlash reporter assay
(Fig. 7F), it was unable to associate with the ISG56 gene promoter
following virus infection (Fig. 7G).
DISCUSSION
To our knowledge, this is the first comprehensive report showing
the role of GSK-3, as well as GSK-3, in IRF3 signaling through
the phosphorylation of -catenin at S33/S37/T41, supporting a
role for GSK-3 as an important regulator of antiviral innate im-
munity.
Using WT, GSK-3/, GSK-3/, and GSK-3/ DKO
mouse ES cells, as well as GSK-3/ MEF cells in which GSK-3
was silenced, we observed an essential role for GSK-3, as well as
GSK-3, in the induction of selected sets of IRF3-regulated ISGs
in response to SeV infection. Interestingly, the severely compro-
mised antiviral response in DKO cells was partially (Rsad2) or
totally (Ifit1 and Ifit2) restored following the stable expression of
either WT V5-GSK-3 or FLAG–GSK-3. Furthermore, by using
molecular and pharmacological approaches, we demonstrate that
the optimal induction of IRF3-regulated antiviral genes is depen-
dent upon the phosphotransferase activity of GSK-3. Indeed, in-
hibition of GSK-3 kinase activity by two highly selective and struc-
turally unrelated inhibitors (CHIR or BIO-ac) resulted in the
decreased induction of ISRE and IFN- gene promoters and an-
tiviral genes. In line with this, inhibition of GSK-3 by BIO-ac has
been reported to inhibit antiviral innate immunity in a -catenin-
dependent fashion (38). The inhibitors used in our study were
shown to be quite selective. CHIR was reported to be a very selec-
tive inhibitor of GSK-3 in a study in which multiple GSK-3 inhib-
itors were profiled against a panel of 70 protein kinases (49).
BIO-ac is a more selective analogue of 6-bromoindirubin-32-
oxime (BIO; also called GSK-3 inhibitor IX) and exhibits greater
selectivity for GSK-3/ than for cyclin-dependent kinase 5
(Cdk5)/p25, Cdk2/A, and Cdk1/B (48). As pharmacological in-
hibitors are prone to off-target effects, we used the GSK-3 inhibi-
tors at low concentrations (2 to 5 M). Other studies have used
CHIR (57–61), BIO (62, 63), and BIO-ac (38, 64) at concentra-
tions as high as 10 to 20 M. Moreover, reconstitution of DKO ES
cells with kinase-dead forms of GSK-3 and GSK-3 showed de-
creased antiviral mRNA expression compared to that obtained by
reconstitution with WT forms. Although we do not completely
rule out a kinase-independent function for GSK-3 in innate im-
munity, our data obtained with DKO ES cells and GSK-3 inhibi-
tors (Fig. 4) do not support the proposed role for GSK-3 in the
activation of TBK1 following virus infection reported earlier (34).
Therefore, our observations extend the understanding of the mo-
lecular role of GSK-3 isoforms in the antiviral response by ques-
tioning previous reports either proposing a negative role for
GSK-3 (33) or suggesting that a catalytically inactive version of
GSK-3 alone is sufficient for antiviral innate immunity (34). We
therefore believe that the genetic and molecular approaches cou-
pled with the use of selective pharmacological inhibitors at low
concentrations favor a model where the catalytic activity of GSK-3
isoforms is indeed required for an optimal antiviral innate im-
mune response.
Transcriptional regulation of IFN- relies upon the activation
and cooperative binding of multiple transcription factors, includ-
ing IRF3, NF-B, and ATF-2/c-Jun and transcriptional coactiva-
tors CBP/p300 (65). Constitutively expressed transcription factor
IRF3 has a central role in the induction of immediate-early genes,
including that for IFN- (66). IRF3 activation is the result of its
C-terminal phosphorylation, dimerization, and nuclear translo-
cation. However, these steps are essential but not sufficient for
transcriptional activation (67–69), and additional events, for ex-
ample, coactivator recruitment, are required for optimal IRF3
transcription. -Catenin has recently been suggested to act as a
coactivator of IRF3, allowing the recruitment of the acetyltrans-
ferases CBP/p300 (7–9). However, none of these studies addressed
FIG 5 GSK-3 regulates the DNA binding activity of IRF3. (A) Nuclear
extracts used in the experiment shown in Fig. 4E were assayed for DNA
binding activity of IRF3 by EMSA. (B) Nuclear extracts were prepared from
WT and GSK-3/ DKO ES cells, as well as DKO ES cells stably complemented
with either WT or the kinase-dead forms of GSK-3 and GSK-3, left unin-
fected or infected with SeV for the times indicated. Nuclear extract was assayed
for IRF3 DNA binding activity by EMSA. These results are representative of at
least two independent experiments with similar results.
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FIG 6 Deletion of the phosphodegron motif of -catenin decreases the DNA binding activity of IRF3 and the antiviral innate immune response following SeV
infection. (A to C) Exon 3 of the mouse -catenin gene was deleted from CATNBex3-flox/flox/ MEFs by the expression of Cre recombinase as described in
Materials and Methods. (A) WCEs were subjected to immunoblot analysis with the antibodies indicated. (B) WCEs were assayed for IRF3 DNA binding activity
by EMSA 8 h after SeV infection. The same cellular extracts were also used for immunoblot (Western blot [WB]) analysis with the antibodies indicated. (C) RNA
was extracted from cells left uninfected or infected with SeV for 8 h and analyzed by RT-qPCR with primers for the genes indicated. Expression of the mRNA for
each gene is presented relative to that in SeV-infected MEFs that do not express Cre. (D) Cells were infected with VSV-M51R-GFP at an MOI of 10, and
monolayers were examined and photographed with an inverted fluorescence microscope at 16 h postinfection. One representative experiment out of two
independent experiments with similar results is shown. FL, fluorescent; BF, bright field. (E) VSV-M51R-GFP infection at the MOI indicated was determined by
quantifying the percentage of GFP-positive cells by flow cytometry. The data shown were pooled from two independent experiments and are relative to those
obtained with Ad(RDG)-CMV-Luc treated cells. One representative experiment out of three independent experiments with similar results is shown. **, P  0.01;
***, P  0.001.
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the state of -catenin phosphorylation at S33/S37/T41 (GSK-3
consensus sites) or the role of GSK-3 in this precise context. Here,
we propose that activation of GSK-3 during viral infection results
in increased phosphorylation of -catenin at S33/S37/T41 and
recruitment of p--catenin to IRF3, which likely acts as a coacti-
vator of IRF3 DNA binding (Fig. 8). (i) Indeed, inhibition of
GSK-3 kinase activity abrogated the induction of IRF3-regulated
genes and IRF3 promoter recruitment without affecting its acti-
vation. (ii) In addition to the fact that -catenin was shown to
accumulate in the nuclear compartment in response to infection
(8, 38), we further show that GSK-3-phosphorylated -catenin is
enriched in IRF3-CBP immunocomplexes following virus infec-
tion. (iii) Phosphodeficient mutant -catenin lost the ability to
associate with the ISG56 gene promoter following virus infection.
FIG 7 SeV infection induces the interaction between p--catenin and IRF3, as well as their recruitment to the ISG56 gene promoter. ES cells (A) and HEC-1-B
(B, C) and primary MRC-5 (D) fibroblasts were left uninfected or infected with SeV for the times indicated. (A, B) Whole-cell lysates were subjected to
immunoblot analysis with the antibodies indicated. (C, D) Whole-cell lysates were subjected to immunoprecipitation (IP) with IRF3 (FL-425) antibody, followed
by immunoblot analysis with the antibodies indicated. NR, nonrelevant. (E) HeLa cells were incubated with DMSO and a specific GSK-3 inhibitor (2 M BIO-ac)
for 2 h, followed by SeV for 8 h in the continuous presence of inhibitors. (F) HEK 293T cells were cotransfected with pGL3-TOPFlash (40 ng of each) along with
pRL-TK (10 ng) and the plasmids indicated. On the next day, relative luciferase activity was measured as described in Materials and Methods. (G) HEK 293T cells
were transfected with WT and exon 3A mutant FLAG–-catenin, and on the next day, cells were left uninfected or infected with SeV for 6 h. (E, G) IRF3 or
-catenin recruitment to the ISG56 gene promoter was determined by ChIP assay with the antibodies indicated. A qPCR assay was used to detect DNA recovered
from antibody-bound chromatin segments as described in Materials and Methods. The data shown are relative to those obtained with DMSO-treated or
mock-infected cells. Mean values  the standard deviations of triplicates are shown. ns, not significant; ***, P  0.001. These results are representative of at least
three independent experiments with similar results.
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(iv) Lack of p--catenin in DKO cells complemented with a ki-
nase-dead form of either GSK-3 or GSK-3 correlates with ab-
rogated DNA binding of IRF3 and decreased antiviral mRNA
induction. (v) Expression of -catenin lacking GSK-3 phosphor-
ylation sites (or the so-called phosphodegron motif) demon-
strated a decrease in IRF3 DNA binding activity affecting the in-
duction of representative IRF3-regulated genes and reducing the
establishment of a functional antiviral state following virus infec-
tion. Thus, our data suggest a positive role for -catenin phos-
phorylated at S33/S37/T41 in antiviral innate immunity. Accord-
ingly, a negative role for dephosphorylated active -catenin in the
innate immune response has also been shown (38). Recent studies
have proposed models where histone deacetylase 6-mediated
deacetylation of -catenin is required for its nuclear accumulation
upon infection (8, 9). Our study provides another layer of regula-
tion where fine-tuning of the RLR/IRF3-mediated antiviral re-
sponse is also dependent on the phosphorylation of -catenin by
GSK-3 isoforms. As GSK-3 is considered a negative regulator of
-catenin (16), we believe that our study reconciles this apparent
paradox by demonstrating a role for GSK-3-phosphorylated
-catenin in RLR signaling.
Although we show that a fraction of N-terminally phosphory-
lated -catenin interacts with IRF3, the sequence of events is not
known yet. Indeed, -catenin could be phosphorylated after its
recruitment to IRF3 by nuclear GSK-3 or a fraction of phosphor-
ylated -catenin could be freed from the destruction complex by
activated IRF3, allowing their translocation to the nucleus. Our
unpublished observation of GSK-3 and IRF3 interaction supports
these scenarios. As S33/S37/T41 phosphorylation leads to the
eventual degradation of -catenin, it is possible that IRF3 interac-
tion with the phosphorylated form of -catenin sequesters it from
being recognized by the E3 ubiquitin ligase -TrCP. A role for
-catenin phosphorylation at S33/S37/T41 in antiviral innate im-
munity is not unexpected. Recently, -catenin phosphorylation
by GSK-3 has emerged as a mechanism through which GSK-3
exerts effects on multiple cellular processes, including mitosis (70,
71), cell migration (72), neuroepithelial integrity (73), and neu-
ronal excitability (74). Phosphorylation of -catenin at Ser552 in
response to VSV infection was previously reported (7); however,
we did not observe any increase in the basal signal level at this
phosphorylation site following SeV infection in a previous study
(38).
Increased phosphorylation of -catenin at S33/S37/T41 (Fig.
7A and B) and glycogen synthase at S641 (data not shown) follow-
ing viral infection is indicative of increased GSK-3 kinase activity.
Through the use of immunocomplex in vitro kinase assays, we
have also observed an increase in the phosphotransferase activity
of GSK-3 following virus infection (data not shown). In addition
to SeV, activation of GSK-3 during infection with coxsackievirus,
an RNA virus (75), and in response to HIV-1 Tat protein (76) has
previously been reported. However, it is still unknown how GSK-3
becomes activated following virus infection. We did not observe
any changes in the level of T-loop tyrosine phosphorylation
(Tyr279 in GSK-3 and Tyr216 in GSK-3) following SeV infec-
tion (Fig. 3C). Several alternative scenarios are possible, including
the inhibition of kinases such as V-Akt (from the murine thy-
moma viral oncogene; AKT) and p90 ribosomal S6 kinase (RSK;
data not shown), as well as Ca2/calmodulin-dependent protein
kinase cyclic-AMP-dependent protein kinase (CAMKII), and p70
S6 kinase (13, 77), that target negative phosphoacceptor sites Ser9
and Ser21 in the N-terminal domain of GSK-3. Phosphatases PP1
and PP2A could also be involved (78), considering the ability of
IRF3 to interact with both of them (79, 80) and GSK-3 (data not
shown). As GSK-3 is important for the induction of an antiviral
immune response, it is likely that it is a target of viral proteins. The
NS5A protein of hepatitis C virus (81, 82), the hepatitis B virus X
protein (83), Epstein-Barr virus (84), and the latency-associated
nuclear antigen of Kaposi’s sarcoma-associated herpesvirus (85)
have been reported to inhibit GSK-3 and lead to the stabilization
of unphosphorylated -catenin. The utilization of GSK-3 by the
innate immune system is not surprising, as this kinase is constitu-
tively active and thus no other intermediate steps are required
before its utilization in rapid innate immune responses.
Altogether, our results suggest that GSK-3 activates the antivi-
ral innate immune response in part through phosphorylation of
the phosphodegron motif of -catenin, which regulates subse-
quent IRF3-DNA binding and gene expression.
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